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Referat: 
Das Schwermetall Kupfer ist von essentieller Bedeutung für zahlreiche 
zelluläre Funktionen. Aufgrund seines Redoxpotentials muss die Kupferhomöostase 
im Organismus eng reguliert werden. Die Schlüsselrolle spielt dabei das Kupfer-
transportprotein ATP7B (Wilson ATPase) in der Leber. Ein Funktionsverlust dieses 
Proteins wird in der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung Morbus Wilson 
deutlich. Der Kupfertransportdefekt der Hepatozyten führt zu einer Kupferüberladung 
in der Leber mit nachfolgender Schädigung. Ferner kommt es zu einer Kupfer-
akkumulation im Zentralnervensystem mit neurologischen Störungen. Das bei der 
Erkrankung betroffene Gen ATP7B wurde 1993 kloniert. Bis heute sind über 500 
krankheitsverursachende Genmutationen entdeckt worden. Eine Schlüsselfunktion 
dieser Enzymgruppe ist die katalytische Phosphorylierung. Die Auswirkungen von 
Mutationen auf die Funktion des Proteins sind jedoch nur unzureichend verstanden. 
ATP7B kann mit Hilfe des Baculovirusexpressionssystems hergestellt und 
anschließend proteinbiochemischen Untersuchungen unterzogen werden.  
In dieser experimentellen Arbeit wurde untersucht, ob Punktmutationen diesen 
Phosphorylierungsmechanismus von ATP7B beeinflussen. Dafür wurden, neben 
dem Wildtyp-Protein, 25 patientenspezifische und eine noch nicht beim Menschen 
beobachtete Mutation der Phosphorylierungsstelle D1027A als Negativkontrolle 
generiert und die katalytische Aktivität in einem Phosphorylierungsassay untersucht. 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass bestimmte Punktmutationen zum 
Funktionsverlust von ATP7B führen. Als weiterer Mechanismus der Mutationswirkung 
wurde, neben der Inaktivierung von ATP7B, die Hyperphosphorylierung entdeckt. Die 
biochemische Charakterisierung dieser Mutationen führt zu einem tieferen 
Verständnis in der Pathophysiologie des Morbus Wilson und ebnet den Weg für 
detaillierte Untersuchungen der Genotyp-Phänotyp-Korrelation sowie für innovative 
Diagnostik- und Therapiestrategien. 
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ATP   Adenosintriphosphat 
BLAST  (engl.) Basic Local Alignment Search Tool  
BCS   (engl.) bathocuproine disulfonate 
BSA   (engl.) bovine serum albumine; (deutsch) Rinderserumalbumin 
bp   (engl.) base pair(s); (deutsch) Basenpaar(e) 
Ca2+   Calcium 
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cons.   (engl.) conserved; (deutsch) konserviert 
Cu   (lat.) Cuprum; (deutsch) Kupfer 
dam+   DNA Adenin Methyltransferase positiv 
ddH2O  2fach destilliertes Wasser 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA (engl.) deoxyribonucleic acid 
cDNA  (engl.) complementary deoxyribonucleic acid 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphate 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
FKS   fötales Kälberserum 
FPLC   (engl.) Fast protein liquid chromatography 
GST   Glutathion S-Transferase 
i. v.   intravenös 
kb / kbp  Kilobasen / Kilobasenpaare 
kDa   Kilodalton 
Km   Michaeliskonstante 
Λ   Lambda 
LB   Luria Bertani 
Mg2+                          Magnesium 
MBD   Metallbindungsdomäne 
 Abkürzungsverzeichnis  
 
 
MBS   Metallbindungsstelle(n) 
MOI   (engl.) multiplicity of infection  
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NMR   (engl.) nuclear magnetic resonance 
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PBS   (engl.) phospate buffered saline 
PBS-T  PBS-Tween 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
P-Domäne  Phosphorylierungsdomäne 
pfu    (engl.) plaque forming units  
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RNA    (engl.) ribonucleic acid  
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SOB   (engl.) super optimal broth 
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1. Einführung 
Der Morbus Wilson (Synonyme: Hepatolentikuläre Degeneration, Hepato-
zerebrale Degeneration, Kupferspeicherkrankheit, Wilson-Krankheit, Westphal-
Strümpell-Pseudosklerose) ist eine hereditäre Erkrankung des Kupferstoffwechsels 
mit autosomal-rezessivem Erbgang. Die pathologische Kupferanreicherung in der 
Leber und dem Gehirn führt zu einem Krankheitsbild, das durch hepatische und/oder 
neurologische, sowie psychiatrische Symptome geprägt ist (Ferenci, 2004). 
 
1.1. Der Kupferstoffwechsel 
Kupfer ist ein Schwermetall, welches in winzigen Spuren im Organismus 
vorkommt. Der Mensch nimmt täglich mit der Nahrung im Durchschnitt eine 
Gesamtmenge von 1-2mg Kupfer auf (Brewer, 2000, Schumann et al., 2002, Tapiero 
et al., 2003). Dieses wird im oberen Dünndarm resorbiert, an Aminosäuren (z.B. 
Histidin) bzw. Proteine (u.a. Albumin) gebunden und über die Blutbahn zur Leber und 
peripheren Organen transportiert (Roberts and Cox, 1998). Dieses Metall kommt in 
den beiden Oxidationszuständen Cu+ (cuprous) und Cu2+ (cupric) vor. Aufgrund 
seines Redoxpotentials ist Kupfer ein Bestandteil zahlreicher lebenswichtiger 
Enzyme (Shim and Harris, 2003, Tapiero et al., 2003). Unter anderem fungiert es als 
Metallzentrum der Cytochrom-C-Oxidase, welche ein essentielles Enzym für den 
komplexen Ablauf der mitochondrialen Atmungskette darstellt. Die Kehrseite der 
oxidierenden bzw. reduzierenden Eigenschaften des Metalls liegt in der Bildung freier 
Radikale. Dies führt zu oxidativem Stress und kennzeichnet die Toxizität des 
Schwermetalls. Aus diesem Grund ist es intrazellulär an verschiedene Eiweiße, so 
genannte Chaperone, gebunden (Rae et al., 1999). Diese überführen Kupfer zu den 
verschiedenen Zellkompartimenten (Field et al., 2002). Eine Überladung der Zelle mit 
Kupfer bzw. das freie Vorkommen dieses Metalls führt zu einer schwerwiegenden 
Beeinträchtigung der Zellfunktion und -integrität, welche unter anderen mit 
Membrandefekten und Schäden in der DNA einhergeht. 
Erbliche Störungen des Kupfertransportes können zu Kupfermangel oder 
Kupferüberladung führen. Ein Kupfertransportdefekt durch Mutationen von ATP7A, 
einem ebenfalls essentiellen Enzym für die Regulation der Kupferbalance, führt bei 
der X-chromosomal vererbten Menkes-Krankheit zum Kupfermangel mit schwersten 
Folgen für die betroffenen Patienten. Dabei ist vorwiegend die Kupferaufnahme in die 
Enterozyten und vielen anderen Zellen gestört. Ein Kupfertransportdefekt von 
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ATP7B, welches vorwiegend in den Hepatozyten exprimiert wird, führt beim 
autosomal-rezessiv vererbten Morbus Wilson zur Kupferüberladung mit Schädigung 
der Leber und anderer Organe, insbesondere des Zentralnervensystems (Huster et 
al., 2005). 
Die Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der Kupferbalance in der Leber 
spielt das Kupfertransportprotein ATP7B (Lutsenko et al., 2002), welches zur Gruppe 
der P1-Typ-ATPasen gehört. Es ist in der Lage, mittels Energie aus der Hydrolyse 
von ATP, Kupferionen durch Zellmembranen zu transportieren. Es vermittelt zum 
einen die Bindung von Kupfer an Coeruloplasmin, zum anderen sorgt es für die 
biliäre Ausscheidung von Kupfer im Falle einer Akkumulation in den Hepatozyten. 
Somit ist die Leberzelle zentraler Ort in der Kupferhomöostase des gesamten 
Organismus. 
 
1.2. Morbus Wilson-eine Kupferstoffwechselstörung aufgrund der Fehlfunktion 
von ATP7B 
1.2.1. Definition, Geschichte und Epidemiologie  
Der Morbus Wilson ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, bei der 
durch eine oder mehrere Genmutationen der Kupferstoffwechsel in der Leber gestört 
ist. Die verminderte Kupferausscheidung über die Galle führt zu einer Kupferakkumu-
lation in der Leber, in der Kornea (Kayser-Fleischer-Ring), im Zentralnervensystem 
und anderen Organen. Das klinische Bild zeigt ein breites Spektrum an Krankheits-
zeichen, wobei Leberschäden und neurologische Symptome im Vordergrund stehen.  
Bereits im Jahre 1878 beschrieb der Leipziger Arzt Adolf Gustav Gottfried von 
Strümpell eine Kasuistik mit Symptomen einer neurologischen Erkrankung, welche 
an multiple Sklerose und zum Teil an Hysterie erinnert und mit organischen 
Veränderungen an den Ganglien des Hirnstammes einhergeht (Pseudosklerose) 
(Curran, 1932). Ähnliche neurologische Symptome wurden 1883 von Carl Friedrich 
Otto Westphal als cerebrospinale Degeneration eingeordnet und als Westphal-
Strümpell-Pseudosklerose beschrieben. Samuel Alexander Kinnier Wilson hat das 
familiäre Auftreten dieser kombinierten neurologischen und hepatischen Symptome 
1912 erstmalig systematisch niedergeschrieben (Wilson, 1912). Mehr als drei 
Jahrzehnte später wurde die Erkrankung, welche seinen Namen trägt, mit einem 
gestörten Kupferstoffwechsel in Verbindung gebracht (Cumings, 1948, Mandlebrote 
et al., 1948). Bearn wies kurze Zeit später den autosomal-rezessiven Erbgang der 
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Erkrankung nach (Bearn, 1953). 1993 gelang es schließlich drei unabhängigen 
Arbeitsgruppen, das betroffene Gen ATP7B zu klonieren (Bull et al., 1993, Petrukhin 
et al., 1993, Tanzi et al., 1993, Yamaguchi et al., 1993).  
Die Erkrankung ist selten. Die Prävalenz beträgt etwa 1:30.000. Für die 
Normalbevölkerung wird eine Genfrequenz für Heterozygote von ca. 1:90 ange-
nommen (Schilsky, 1996). Das Risiko der Nachkommen von heterozygoten Merk-
malsträgern an Morbus Wilson zu erkranken liegt bei etwa 1:200. Bei Geschwistern 
von erkrankten Familienangehörigen kann man von einer Wahrscheinlichkeit von 1:4 
ausgehen (Huster, 2006). Der Genlocus befindet sich auf Chromosom 13 im Bereich 
der Bande 13q14-q21. Die gesamte DNA-Sequenz kodiert für eine ATPase vom    
P1-Typ, welche für den Kupferionentransport essentiell ist (Bingham et al., 1998). 
 
1.2.2. Klinik, Diagnostik und Therapie des Morbus Wilson 
Das klinische Erscheinungsbild des Morbus Wilson zeigt eine hohe Variabilität 
in Bezug auf die Symptomatik und den Schweregrad der Erkrankung. Symptome 
können in unterschiedlichen Altersstufen auftreten. Generell werden vorwiegend 
hepatische von vorwiegend neurologischen Verläufen unterschieden. Mischbilder 
beider Manifestationsformen sind häufig.  
Die Lebermanifestation tritt häufig im Kindes- und Jugendalter auf (Cox et al., 
2003, Ferenci, 2004). Das Spektrum reicht von einer asymptomatischen Form mit 
erhöhten Leberenzymen und einer Lebervergrößerung, über das klinische Bild einer 
chronischen Hepatitis mit Fibrose, bis hin zu einer Leberzirrhose und chronischem 
Leberversagen. Auch akute Verläufe mit fulminantem Leberversagen sind bekannt 
(Roberts and Schilsky, 2003). Im Gegensatz dazu wird die neurologische Verlaufs-
form im jungen Erwachsenenalter beobachtet (Cox et al., 2003, Ferenci, 2004). 
Diese Manifestation der Erkrankung ist durch zunehmende extrapyramidale 
Störungen von Motorik und Koordination gekennzeichnet. Neben Rigor, Dystonien, 
Dysarthrie und Dysphagie werden typischerweise verschiedene Formen von Tremor 
beobachtet: distal betonter Ruhetremor der Hände, Intentionstremor und „Flügel-
schlagen“ (Huster, 2006). Ein wesentliches äußerlich sichtbares Kennzeichen stellt 
der Kayser-Fleischer-Kornealring dar. Dieser wird durch eine Kupfereinlagerung in 
der Descemet-Membran der Kornea hervorgerufen. Dieser Kornealring wird jedoch 
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In der Praxis werden individuell sehr unterschiedliche Erstmanifestationen und 
klinische Verläufe (z.B. hepatisch vs. neurologisch, unterschiedliche Schweregrade) 
sogar bei erstgradigen Verwandten und Zwillingen beobachtet. Es wurden umfang-
reiche Untersuchungen durchgeführt, ob als mögliche Ursache dafür die Art und 
Lokalisation der Genmutation in Frage kommt. Diese Untersuchungen konnten 
jedoch keine überzeugende Korrelation zwischen Genotyp und Phänotyp nach-
weisen (Ferenci, 2005, Panagiotakaki et al., 2004, Hermann et al., 2002). 
Die Diagnosestellung erfolgt bei klinischem Verdacht auf Morbus Wilson durch 
Bestimmung der Kupferstoffwechselparameter. Diese sind das Serumcoerulo-
plasmin, die 24h-Urinkupferausscheidung sowie das freie Kupfer im Serum. Eine 
Untersuchung der Leberfunktionsparameter (u.a. Transaminasen, Bilirubin, Albumin, 
Quick) ist immer erforderlich, da bei fast allen Patienten eine Schädigung der Leber 
unterschiedlichen Ausmaßes beobachtet wird (Brewer, 2000). Die Diagnose gilt als 
gesichert, wenn typische neurologische Symptome, ein Kayser-Fleischer-Korneal-
ring, erniedrigte Serumcoeruloplasminwerte und eine erhöhte Kupferausscheidung 
im Urin feststellbar sind. In schwierigen Fällen oder zum Screening von Geschwistern 
können der i.v. Radiokupfertest oder eine molekulargenetische Untersuchung durch-
geführt werden (Cox et al., 2003). Der Kupfergehalt in der Leber kann in seltenen 
Fällen durch eine Leberbiopsie bestimmt werden. Hilfreich ist auch der                     
D-Penicillaminbelastungstest, welcher insbesondere bei Kindern angewendet wird. 
An Bedeutung gewonnen hat die Magnetresonanztomographie, mit welcher man 
zerebrale Veränderung detektieren und deren Verlauf kontrollieren kann. Typisch 
dabei sind Veränderungen in den Basalganglien (Hoogenraad, 2001).  
Abb. 1: Wichtige Orte der Kupfereinlagerung und -toxizität beim Morbus Wilson: A: Kayser-Fleischer-
Kornealring, B: Gehirn eines Wilsonpatienten ohne äußere Zeichen der Erkrankung, C: Leber mit 
Leberzirrhose (B und C: mit freundlicher Genehmigung von Frau Prof. Tannapfel, Institut für Pathologie der 
Ruhr-Universität Bochum an den Berufsgenossenschaftlichen Kliniken Bergmannsheil) 
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Patienten mit Morbus Wilson bedürfen einer lebenslangen Therapie, welche in 
der Regel medikamentös erfolgt. Das Ziel der Initialtherapie ist das Erreichen einer 
negativen Kupferbilanz, welche mit Chelatbildnern (D-Penicillamin, Trientine), die 
Kupfer binden und renal eliminieren, erreicht wird. Anschließend ist eine Erhaltungs-
therapie mit Chelatbildnern in niedrigerer Dosierung oder durch Zinksalze erforderlich 
(Roberts and Schilsky, 2003). Durch Zinksalze werden in der Darmmukosa 
Metallothioneine induziert, welche Kupfer binden. Dieses wird dann in geringerem 
Maße aufgenommen und vorwiegend enteral ausgeschieden (Sturniolo et al., 1999). 
Dieser Therapieansatz ist relativ nebenwirkungsarm und findet deshalb auch bei 
Patienten im präsymptomatischen Stadium Anwendung. Gegenwärtig kann eine 
kausale Therapie bzw. Heilung der Lebererkrankung ausschließlich durch eine 
Lebertransplantation erfolgen. Aufgrund der möglichen Komplikationen und der 
lebenslang notwendigen Immunsuppression wird diese Therapie in der Regel nur bei 
akutem Leberversagen oder einer fortgeschrittenen Leberzirrhose durchgeführt. 
Bezüglich eines kurativen Therapieansatzes bzw. einer positiven Beeinflussung des 
Krankheitsverlaufes mittels Gentherapie und Hepatozytentransplantation gibt es 
aussichtsreiche Versuche (Ha-Hao et al., 2002, Irani et al., 2001). Diese 
experimentellen Ansätze bedürfen jedoch weiterer Untersuchungen und klarer 
Sicherheitsrichtlinien, um zukünftig in der Praxis Anwendung finden zu können. Bei 
einer frühzeitigen Diagnose und lebenslangen Therapie weist der Morbus Wilson 
eine sehr gute Prognose auf. Voraussetzungen dafür sind die Therapietreue des 
Patienten und engmaschige ärztliche Kontrollen des klinischen Verlaufes und der 
Therapie. 
 
1.3. Eigenschaften der Wilson ATPase ATP7B  
1.3.1. Lokalisation und Funktion von ATP7B in Hepatozyten 
Die Hauptrolle in der Aufrechterhaltung der Kupferbalance spielt das 
Kupfertransportprotein ATP7B, welches hauptsächlich in der Leber exprimiert wird 
(Bull et al., 1993, Tanzi et al., 1993, Yamaguchi et al., 1993). In Hepatozyten kann 
ATP7B zwei verschiedene Lokalisationen einnehmen. Bei niedriger Kupfer-
konzentration liegt das Enzym in den Vesikeln des trans-Golgi-Apparates vor 
(Schaefer et al., 1999b). Dort kommt es zur ATP-abhängigen Translokation von 
Kupfer in Coeruloplasmin, welches dann als Holocoeruloplasmin in das Serum 
sezerniert wird. 
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Bei erhöhter Kupferkonzentration wird Kupfer an ATP7B gebunden und zu 
noch nicht genau definierten kanalikulären Membranen nahe der Gallenkapillaren 
transloziert (Lorinczi et al., 2008). Das an ATP7B gebundene Kupfer wird dann, 
ebenfalls durch ATP-abhängigen Ionentransport, durch die Membran transportiert 
und schließlich biliär ausgeschieden. Diese Prozesse sind gegenwärtig noch nicht 
detailliert verstanden und Gegenstand intensiver Forschungsbemühungen. Die 
Fähigkeit der kupferinduzierten Proteintranslokation (engl. „trafficking“), genauso wie 
die Bindung von Kupfer und dessen Transport durch eine Membran, stellen 





Der Transport von Kupfer durch eine Membran wurde erstmalig 2001 in einem 
Zellkultursystem mit CHO-Zellen nachgewiesen (Voskoboinik et al., 2001). Mit einem 
Hefekomplementierungsassay (Forbes and Cox, 1998, Iida et al., 1998, Hsi et al., 
2008) konnte bisher der Transportprozess indirekt für wenige humane ATP7B 
Mutationen, aber nicht direkt für den Kupfertransport gezeigt werden. Im Jahr 2008 
gelang es einer Leipziger Arbeitsgruppe den Kupfertransport von ATP7B direkt 
nachzuweisen und den entsprechenden Kupfertransportassay zu etablieren (Toth, 
2008). 
Abb. 2: Subzelluläre Lokalisation und 
Funktionsweise von ATP7B: In Hepatozyten 
ist ATP7B in trans-Golgi-Vesikeln lokalisiert 
(Schaefer et al., 1999a, Schaefer et al., 
1999b). Dort wird Kupfer in Coeruloplasmin 
eingebaut, welches dann als holo-
Ceruloplaslmin ins Serum sezerniert wird. 
Überschüssiges Kupfer wird biliär mit Hilfe von 
ATP7B ausgeschieden. Diese biliäre 
Kupferexkretion ist bisher noch nicht im Detail 
geklärt. Mit freundlicher Genehmigung der 
Autoren (Huster et al., 2005). 
Abb. 3: Kupferinduziertes trafficking von ATP7B in 
Hepatomzellen: ATP7B-GFP (grün, Golgi-Marker 58K 
rot) ist unter normalen Bedingungen im trans-Golgi-
Apparat lokalisiert (A), bei Kupferüberladung der Zelle 
(Zugabe von 200 µM CuCl2 für 3 h) wandert das Protein 
in Richtung der Zellmembran. Mit freundlicher 
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1.3.2. Proteinstruktur und katalytischer Zyklus von ATP7B 
Das ATP7B-Gen kodiert ein Protein mit 1465 Aminosäuren (Mercer, 2001). Es ist mit 
einem Molekulargewicht von 165 kDa ein großes Proteinmolekül, welches einen 
komplexen Aufbau aufweist. Aufgrund von Sequenzhomologien konnte die Wilson-
ATPase der Gruppe der P-Typ-ATPasen zugeordnet werden (Bull et al., 1993). Diese 
werden in 2 Untergruppen unterteilt:  
1.) P1-Typ-ATPasen, zu welchen ATP7A und ATP7B gehören, transportieren 
Schwermetallionen durch Membranen. 
2.)   P2-Typ-ATPasen, z.B. die Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums und 
       die Na+/K+-ATPase, schleusen Alkali -bzw. Erdalkalimetalle durch Membranen 














Der größere Anteil dieses Membranproteins ist auf der zytosolischen Seite 
lokalisiert. Der N-Terminus enthält sechs repetitive Metallbindungsstellen (MBS), die 
jeweils ca. 70 Aminosäuren umfassen und alle ein Glycin-Methionin-x-Cystein-x-x-
Cystein-(GMxCxxC-) Motiv enthalten. Das „x“ steht dabei für eine unspezifische 
Aminosäure. Die Cysteinreste in diesem Motiv stellen invariante Bereiche dar und 
sind an der Bindung von Kupfer beteiligt (Tsivkovskii et al., 2004). Es schließt sich 
die erste von insgesamt acht Transmembrandomänen (TMD1-TMD8) an. Diese 
weisen hydrophile Eigenschaften auf und ermöglichen den Transport von Ionen 
durch die hydrophoben Membranen. Die 6. Transmembrandomäne weist ein CPC-
Motiv auf. Dieses ist in allen P1-Typ-ATPasen zu finden und stellt wahrscheinlich die 
intramembranäre Kupferbindungsstelle dar. Es findet kein Kupfertransport statt, wenn 
diese hoch konservierte Aminosäureabfolge durch eine Mutation verändert ist. Diese 
Tatsache unterstützt die Vermutung, dass es sich bei diesem Motiv um einen 
essentiellen Bestandteil des Kupfertransportes durch Membranen handelt (Lowe et 
Abb. 4: Proteinstruktur von ATP7B: Das 165 
kDa große Protein besteht aus 8 Transmembran-
domänen, einer N-terminalen Kupferbindungs-
domäne mit 6 Metallbindungsstellen (MBS) mit 
wiederkehrenden CxxC-Motiven, einer für P1-Typ-
ATPasen typischen ATP-Bindungsdomäne, sowie 
einer kurzen C-terminalen Domäne. D1027 (D) 
kennzeichnet den Aspartatrest, an dem die kata-
lytische Phosphorylierung stattfindet, das CPC-
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al., 2004). Zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne ist die ATP-bindende 
Domäne lokalisiert, in welcher mehrere Bereiche mit hoch konservierten Sequenz-
motiven vorhanden sind. Diese ist in zwei Subdomänen unterteilt: 1.) die Nukleotid-
bindungsdomäne (N-Domäne) und 2.) die Phosphorylierungsdomäne (P-Domäne). 
Einen essentiellen Bestandteil in der P-Domäne stellt die DKTG-Sequenz (D) dar. 
Der dort lokalisierte invariante Aspartatrest wird während des katalytischen Zyklus 
phosphoryliert. Auf diese Weise kann die Energie aus der ATP-Hydrolyse für den 
Kupfertransport nutzbar gemacht werden. Zwischen der 4. und 5. Transmembran-
domäne liegt die etwa 120 Aminosäuren umfassende A-Domäne („actuator“-
Domäne). Diese beinhaltet das TGE-Motiv. Man nimmt an, dass dieser Bereich des 
Proteins, ähnlich der A-Domäne der Ca2+-ATPase (Toyoshima et al., 2000), während 
des katalytischen Zyklus eine Rotationsbewegung ausführt und daraus die 
Konformations-änderung vom Stadium E1 zu E2 resultiert. Funktionell ist dies für die 
Dephosphorylierung des Proteins wichtig. Im Anschluss an die 8. Transmembran-
domäne befindet sich der C-terminale Anteil, welcher ca. 100 Aminosäuren umfasst 
und funktionelle Bedeutung für die kupferinduzierten Proteintranslokation hat 
(Tsivkovskii et al., 2004). 
ATPasen unterliegen einem katalytischen Zyklus. P1-Typ-ATPasen transpor-
tieren unter Energieverbrauch, welcher aus einer ATP-Hydrolyse resultiert, Kationen 
(Schwermetalle) durch die sonst für Ionen impermeablen biologischen Membranen 













Im Einzelnen stellt man sich diesen Vorgang folgendermaßen vor: ATP7B 
durchläuft einen sog. katalytischen Zyklus, wobei es zwischen den Konformations-
zuständen E1 und E2 wechselt. Im Ausgangszustand E1 weist es eine hohe Affinität 
zu Kupfer auf, welches an das Protein gebunden wird (DiDonato et al., 1997, 
Lutsenko et al., 1997). Die Kupferbindung an die Metallbindungsstellen induziert die 
Anlagerung von Adenosintriphosphat an die ATP-bindende Domäne (siehe Abb. 5). 
Abb. 5: Katalytischer Zyklus der P1-Typ-ATPase 
ATP7B [modifiziert nach (Tsivkovskii et al., 2004)]: 
Im Konformationszustand E1 erfolgt die ATP-
abhängige Phosphorylierung und Kupferbindung. 
Diese katalytische Phosphorylierung kann in einem 
Phosphorylierungsassay untersucht werden. 
Daraufhin erfolgen die Konformationsänderung zu 
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Die ATP-Hydrolyse führt zur Phosphorylierung des Aspartatrestes innerhalb des 
invarianten Sequenzmotivs DKTG an der Stelle 1027 mit dem γ-Phosphat des ATP 
(Voskoboinik et al., 2001). Diese katalytische Phosphorylierung kann in einem 
Phosphorylierungsassay untersucht werden (Tsivkovskii et al., 2002). Die Dephos-
phorylierung dieses Restes durch eine Rotationsbewegung der A-Domäne bewirkt 
eine Konformationsänderung von E1 zu E2, die zum Transport des gebundenen 
Schwermetalls gegen den vorhandenen Gradienten führt (Vulpe and Packman, 
1995). Dabei nimmt man an, dass es sich bei dem CPC-Sequenzmotiv innerhalb der 
6. Transmembrandomäne um eine innerhalb der Membran liegende Kupferbindungs-
stelle handelt (siehe Abb. 4), welche als Teil des in der Membran liegenden Ionen-
kanals essentiell für den Transport ist (Payne and Gitlin, 1998). Tatsächlich konnte 
gezeigt werden, dass Mutationen innerhalb des CPC-Motivs den Kupfertransport 
verhindern (Lowe et al., 2004). Um das elektrostatische Gleichgewicht zu erhalten, ist 
es notwendig, dass ein anderes Kation in Gegenrichtung zum Kupfertransport durch 
die Membran transportiert wird. Es ist wahrscheinlich, dass es sich hierbei um das 
Wasserstoffion handelt. Das Phosphormolekül bleibt zunächst niederaffin gebunden 
und löst sich in einer umkehrbaren Reaktion. Danach folgt die Konformations-
änderung zu E1. Nun befindet sich ATP7B wieder im Initialstadium und der Kreislauf 
kann von vorn beginnen. 
 
1.4. Mutationen im ATP7B-Gen  
Mutationen sind Veränderungen in der Nukleotidsequenz der DNA, welche 
weitervererbt werden können und funktionelle, meist negative Folgen für die Protein-
funktion und den Organismus haben. Eine Variation liegt vor, wenn keine negativen 
Folgen für die Proteinfunktion auftreten, trotz Veränderungen in der genetischen 
Struktur. In diesem Fall gibt es keine Veränderungen des Phänotyps, obwohl Abwei-
chungen im Bereich des Genotyps vorhanden sind. Genmutationen werden in 
verschiedene Typen unterteilt: Findet der Austausch einer einzelnen Base statt, so 
spricht man von Punktmutationen, meist hervorgerufen durch Substitution. Kodiert 
das Triplett, in welcher eine Base ausgetauscht wurde, für eine andere Aminosäure, 
handelt es sich um eine sog. missense Mutation. Als Deletion wird der vollständige 
Verlust, als Insertion der Einschub eines oder mehrerer Basenpaare bezeichnet, was 
zu einer Verschiebung des Leserasters führt (sog. Frameshift-Mutationen).  
Mutationen im Bereich des Kupfertransportproteins ATP7B führen auf unter-
schiedliche Weise zu dessen Fehlfunktion und somit zu einer Akkumulation von 
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Kupfer in der Leber. Bisher wurden über 500 zu Morbus Wilson führende Mutationen 
beschrieben. Die bestehende Wilson Disease Datenbank wird in kurzen Abständen 
stetig aktualisiert: http://www.wilsondisease.med.ualberta.ca/database.asp (Kenney 
and Cox, 2007). Eine Besonderheit dieser genetischen Erkrankung ist, dass die 
beiden Allele des Merkmalsträgers relativ häufig von jeweils unterschiedlichen 
Mutationen betroffen sind, sog. Compound-Heterozygotie (z.B. M769V in Kombi-
nation mit H1069Q (Roberts and Cox, 1998)). Generell können alle drei Schlüssel-
eigenschaften von ATP7B durch Genmutationen beeinflusst bzw. erheblich gestört 
werden: Die Lokalisation innerhalb der Zelle mit Verschiebung des Proteins in ein 
vesikuläres Kompartiment bei Ansteigen des intrazellulären Kupferspiegels, der 
Kupfertransport durch die Zellmembran und die katalytische Phosphorylierung. 
Die im ATB7B-Gen am häufigsten vorkommende Mutation in der kauka-
sischen Bevölkerung ist H1069Q (Caca et al., 2001). Sie liegt innerhalb des invari-
ablen SxHP-Sequenzmotivs der Nukleotidbindungsdomäne. Man nimmt an, dass der 
von der Mutation betroffene Histidinrest eine wichtige Rolle bei der Phosphorylierung 
des invarianten DKTG-Sequenzmotivs durch das γ-Phosphat von ATP spielt, da im 
Gegensatz zum ATP7B-Wildtyp keine Phosphorylierung nachgewiesen werden 
konnte (Tsivkovskii et al., 2003). Außerdem fand man in Leberbiopsien von Wilson 
Patienten, welche diese Mutation in sich trugen, das Zielprotein nicht im trans-Golgi-
Apparat, sondern im Endoplasmatischen Retikulum (Huster et al., 2003). Des 
Weiteren zeigen Untersuchungen des Kupfertransportes, dass die H1069Q Mutation 
von ATP7B nicht in der Lage ist, Kupfer zu transportieren (Toth, 2008). Das klinische 
Bild des Morbus Wilson kann man somit auf die fehlerhafte Lokalisation in der Zelle, 
den Funktionsverlust der katalytischen Phosphorylierung und auf den Ausfall des 
Kupfertransportes und die daraus resultierende Kupferakkumulation zurückführen. 
Jährlich werden neue Variationen im ATP7B-Gen entdeckt, deren pathogene-
tische Bedeutungen ungeklärt sind (siehe Wilson Disease Datenbank). Liegen 
Variationen in der Gensequenz vor mit entsprechenden Veränderungen des Phäno-
typs, so spricht man im allgemeinen Sprachgebrauch von Mutationen, welche unter-
schiedlich schwere Folgen für den Organismus haben können. Aufgrund der hohen 
Anzahl an Mutationen und der schwer zu erfassenden Genotyp-Phänotyp-Korrelation 
besteht die Möglichkeit, dass es sich bei einigen der bekannten Mutationen lediglich 
um Basensequenzvarianten des Wildtypallels handelt (Genpolymorphismus). Eine 
weitere Aufklärung dieser Funktionsmechanismen würde eine Unterscheidung 
_____________________________Einführung_____________________________ 
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zwischen krankmachender Mutation und einem Genpolymorphismus ermöglichen 
und somit wichtige Hinweise zum Verständnis der Pathophysiologie des Morbus 
Wilson liefern. 
 
1.5. Ableitung der eigenen Aufgabenstellung 
Wie bereits oben erwähnt, wurde die Wilson ATPase ATP7B der Familie der 
P-Typ-ATPasen zugeordnet (Bull et al., 1993). Nach Expression von ATP7B mit Hilfe 
eines Baculovirusexpressionssystems konnten proteinbiochemische Untersuchungen 
vorgenommen werden. Die Arbeitsgruppe um Tsivkovskii wies die Phosphorylierung 
des DKTG-Sequenzmotivs von ATP7B durch radioaktiv markiertes ATP als 
Charakteristikum der P-Typ-ATPasen erstmals direkt nach (Tsivkovskii et al., 2002). 
Jedoch sind die negativen Auswirkungen von Mutationen auf die Funktion des 
Proteins und des Kupfertransportes nur unzureichend verstanden. Viele Mutationen 
wurden bereits auf den zugrunde liegenden Pathomechanismus untersucht, jedoch 
konnte nicht bei allen Mutationen eine eindeutige Funktionsstörung nachgewiesen 
werden, so dass bisher unbekannte Mechanismen zugrunde liegen (Huster et al., 
2003). Es wird vermutet, dass Mutationen zu einer Beeinträchtigung der kataly-
tischen Aktivität führen und daraus ein Funktionsverlust von ATP7B resultiert. Dies 
führte zu der zentralen Fragestellung dieser Arbeit:  
Beeinflussen Punktmutationen den Phosphorylierungsmechanismus von 
ATP7B? 
In der vorliegenden Arbeit wurden funktionelle Untersuchungen im Hinblick auf 
die katalytische Phosphorylierung von ATP7B durchgeführt. Dafür wurden Muta-
tionen ausgewählt, welche zum Großteil im Leipziger Patientenkollektiv zu finden 
sind (Caca et al., 2001) und zum klinischen Vollbild des Morbus Wilson führen. Das 
Spektrum der zu untersuchenden Mutationen wurde erweitert, um auch Aussagen 
über die Mutationen in den verschiedenen Regionen des Proteins machen zu 
können. Insbesondere sollten häufig vorkommende Mutationen und Mutationen von 
hoch konservierten Teilbereichen des Proteins erforscht werden, um ein tieferes 
Verständnis von Struktur und Funktion zu gewinnen. Es erschien wenig sinnvoll 
Mutationen zu wählen, welche durch größere Proteindeletionen gekennzeichnet sind 
(nonsense Mutationen oder Frameshift-Mutationen), denn diese haben eine erhe-
bliche Auswirkung auf die Proteinstruktur und beeinträchtigen dadurch offensichtlich 
_____________________________Einführung_____________________________ 
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auch die Funktion. Aus diesem Grund wurden vorrangig Punktmutationen in unter-
schiedlichen Bereichen des Proteins ausgewählt. Dabei findet die ATP-Bindungs-
domäne eine besondere Berücksichtigung, da diese viele unter P1-Typ-ATPasen 
hoch konservierte Sequenzmotive beherbergt. Sie besteht wie oben beschrieben aus 
zwei Unterdomänen: Der P-Domäne, wichtiger Bestandteil der katalytischen Phos-
phorylierung, und der N-Domäne, notwendig für die Bindung von ATP.   
Für die funktionelle Charakterisierung wurden insgesamt 26 Mutationen (siehe 
Tab. 1) ausgewählt, welche mit Hilfe des Baculovirusexpressionssystems exprimiert 
wurden. Es handelt sich um 25 patientenspezifische Mutationen und die artifizielle, 
d.h. beim Menschen noch nicht beobachtete, Mutation D1027A, welche als 
Negativkontrolle verwendet wurde. Bei dieser Mutation wurde der Aspartatrest, an 
welchem bei der katalytischen Phosphorylierung das γ-Phosphat des ATP bindet, 
ausgetauscht und somit inaktiviert (Tsivkovskii et al., 2002). In der nachfolgenden 
Tabelle 1 sind die Mutationen im Einzelnen aufgeführt.  
 
Lfd. Nr. MUTATION (Nucleotid) 
MUTATION 
(Aminosäure) Protein Domäne 
Erstbeschreibung beim 
Menschen 
1 254G>T G85V Cu-MBD1 (Loudianos et al., 1998) 
2 1475T>C L492S Cu-MBD5 (Loudianos et al., 1998) 
3 1846C>T R616W Cu 6-MBD/TMD1 (Caca et al., 2001) 
4 1877G>C G626A Cu 6-MBD/TMD1 (Figus et al., 1995) 
5 1934T>G M645R Cu 6-MBD/TMD1 (Shah et al., 1997) 
6 2128G>A G710S TMD2 (Waldenstrom et al., 1996) 
7 2279C>T P760L TMD4 (Genschel et al., 2001) 
8 2293G>A D765N TMD4 (Figus et al., 1995) 
9 2305A>G M769V TMD4 (Shah et al., 1997) 
10 2519C>T P840L A-Domäne / Loop 4-5 (Loudianos et al., 1998) 
11 2570T>C I857T A-Domäne / Loop 4-5 (Figus et al., 1995) 
12 2621C>T A874V A-Domäne / Loop 4-5 (Yamaguchi et al., 1998) 
13 2906G>A R969Q Loop 5-6 (Figus et al., 1995) 
14 2975C>T P992L P-Domäne (Nanji et al., 1997) 
15 3091A>T T1031S P-Domäne cons. (Duc et al., 1998) 
16 3155C>T P1052L P-Domäne (Curtis et al., 1999) 
17 3190G>A E1064K N-Domäne cons. (Figus et al., 1995) 
18 3207C>A H1069Q N-Domäne cons. (Misrahi et al., 1996) 
19 3247C>T L1083F N-Domäne (Kim et al., 1998) 
20 3638G>T G1213V N-Domäne cons. (Kalinsky et al., 1998) 
21 3665A>T D1222V N-Domäne cons. (Loudianos et al., 1999) 
22 3796G>A G1266R P-Domäne cons. (Thomas et al., 1995) 
23 3809A>G N1270S P-Domäne cons. (Tanzi et al., 1993) 
24 3818C>T P1273L P-Domäne cons. (Loudianos et al., 1996) 
25 4085delCC S1362F-fs TMD8 (Caca et al., 2001) 
 
Tabelle 1: Tabellarische  Übersicht der untersuchten Mutationen im Phosphorylierungsassay: Dabei sind 
die einzelnen Proteinregionen zu funktionellen Einheiten zusammengefasst und farblich unterlegt worden. Die fett 
gedruckten laufenden Nummern beziehen sich auf Mutationen, die im Leipziger Patientenkollektiv gefunden 
wurden (Caca et al., 2001). 
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Die Metallbindungsdomäne (MBD) des Proteins wird von den Mutationen 
G85V, L492S, R616W, G626A und M645R vertreten. Die Mutationen der Trans-
membrandomänen (TMD) werden durch G710S, P760L, D765N, M769V und 
S1362F-fs repräsentiert. Die letztgenannte Mutation führt zu einem Abbruch der 
Proteinkette nach der 8. Transmembrandomäne und stellt somit als Frameshift-
Mutation eine Ausnahme dar. Diese Mutation befindet sich am C-terminalen Teil von 
ATP7B und ihre Untersuchung soll darüber Auskunft geben, ob dieser Proteinab-
schnitt, nahe der ATP-bindenden Domäne, bei der katalytischen Phosphorylierung 
eine Rolle spielt. Mutationen in der A-Domäne (P840L I857T A874V) könnten eine 
Rolle bei der Konformationsänderung von E1 ↔ E2 und bei der Dephosphorylierung 
spielen (Tsivkovskii et al., 2004). Die Mutation R969Q ist in der extraluminalen 
Schleife zwischen der 5. und 6. Transmembrandomäne zu finden. Da bei der kataly-
tischen Phosphorylierung die Phosphorylierungsdomäne eine zentrale Rolle spielt, 
kann man hier einen Großteil der ausgewählten Mutationen finden. Dies sind im 
Einzelnen: P992L, T1031S, P1052L, G1266R, N1270S und P1273L. Einige dieser 
Mutationen kommen in Teilbereichen vor, die unter P1-Typ-ATPasen hoch konser-
viert sind (cons.). In der Nukleotidbindungsdomäne, welche auch einen wichtigen 
Anteil am katalytischen Zyklus des Proteins besitzt, werden die Mutationen E1064K, 
H1069Q, L1083F, G1213V und D1222V untersucht.  
Die nachfolgende Abbildung gibt eine Übersicht über die untersuchten Mutationen in 






















Abb. 6: Übersicht der untersuchten Mutationen aus verschiedenen Proteinregionen 
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Die ausgewählten Mutationen wurden mit Hilfe des Baculovirusexpressions-
systems hergestellt und anschließend hinsichtlich der Schlüsseleigenschaft - die 
katalytische Phosphorylierung - mit Hilfe eines Phosphorylierungsassays untersucht, 
um eine Aussage über deren Funktionsfähigkeit treffen zu können. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Diagramm der einzelnen Arbeitsschritte 
Eine Übersicht der einzelnen Arbeitsschritte zur Untersuchung der ATP7B-
Mutanten ist in Abb. 7 dargestellt. 
 
Abb. 7: Schematische Übersicht der einzelnen Arbeitsschritte der Proteinexpression und katalytischen 
Phosphorylierung von Mutanten des Kupfertransportproteins ATP7B: Untersucht wurden das humane 
Wildtyp-ATP7B sowie 26 ATP7B-Mutanten. Modifiziert nach (Huster, 2006), mit freundlicher Genehmigung 
des Autoren. 
 
2.2. Verwendete Materialien 
2.2.1. Chemikalien und Reagenzien 
Die allgemein verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders 
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 50% frisches Sf-900TM III SFM-Medium (Gibco/Invitrogen, 
Karlsruhe) 
 50% konditioniertes Sf-900TM III SFM-Medium  
7,5% DMSO 
LB-Medium 10g/l Trypton      
  5g/l Hefeextrakt  
10g/l NaCl      
ddH2O ad 1l; autoklavieren  
für die Selektivmedien: 
100µg/ml Ampicillin oder 
  50µg/ml Kanamycin  
    7µg/ml Gentamicin (Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe) 
  10µg/ml Tetrazyklin  (Invitrogen, Karlsruhe) 
LB-Agarplatten 10g/l Trypton      
  5g/l Hefeextrakt 
10g/l NaCl  
15g/l Bacto-Agar  
für die Selektivmedien: 
100µg/ml Ampicillin oder 
  50µg/ml Kanamycin  
    7µg/ml Gentamicin (Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe) 
  10µg/ml Tetrazyklin (Invitrogen, Karlsruhe) 
für die Blau-Weiß-Selektion: 
  80µg/ml X-Gal und 20mM IPTG für Mutagenese-
Kontrollreaktion oder  
100µg/ml Bluo-Gal und 40µg/ml IPTG für Bacmidherstellung 
NZY+ Broth 10g/l NZ-Amine (Casein Hydrolysat) 
  5g/l Hefeextrakt  
  5g/l NaCl 
12,5ml 1M MgCl2 
12,5ml 1M MgSO4 
   10ml 2M Glukose 
ddH2O ad 1l; pH 7,5 mit NaOH einstellen; autoklavieren 





5ml/l Penicillin (Biochrom RPMI-1640, Berlin) und 
5ml/l Streptomycin (Biochrom RPMI-1640, Berlin) 
SOB-Medium    10g/l Trypton  
  2,5g/l Hefeextrakt  
0,25g/l NaCl  
5ml 1M MgCl2 
5ml 1M MgSO4 
ddH2O ad 500 ml; autoklavieren 
SOC-Medium 
 
SOB-Medium (100ml) zuzüglich 1ml 2M Glukose 
steril filtrieren 
 
Tabelle 2: Zusammensetzungen der Medien, Zusätze und Nährböden 
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2.2.3. Puffer 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Anode-I-Puffer 0,3mol/l Tris 
0,01% Natriumazid 
   20% (v/v) Methanol (Baker, Deventer, Niederlande) 
ddH2O ad 1l 
Anode-II-Puffer 25mmol/l Tris 
0,01% Natriumazid 
   20% Methanol (Baker, Deventer, Niederlande) 





  1mM DTT 
250µl AEBSF (Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz) aus 
100mM Stock in 25mM Tris (Endkonzentration 1mM) + 100µl 
DTT aus 250mM Stock (Endkonzentration 1mM) + ½ Tablette 
Roche complete EDTA free Protease inhibitor (Roche, 
Mannheim) 
ddH2O ad 500 ml; pH 7,4 mit HCL einstellen 
Kathodenpuffer 40mM 6-Aminohexansäure 
0,01% Natriumazid 
0,01% SDS 
   20% Methanol (Baker, Deventer, Niederlande) 






    2g Urea  
+ 500µl Stacking-Puffer; ddH2O ad 5ml + Bromphenolblau 
Laemmli-
Probenpuffer 
8M Urea + 10% SDS + 1M Tris, pH 6,8 (mit HCL einstellen) 





    7,25g Tris 
         2g SDS  




  20mM Bis-Tris propane (pH 7)  
200mM KCl,  
    5mM MgCl2 





  30,3g Tris 
144,1g Glycin 
     10g SDS  
ddH2O ad 1l 
PBS-T 4,775g  PBS (Biochrom KG, Karlsruhe) ad 500ml ddH2O 
    0,1%Tween 20 (USB, Ohio, USA) 
S 1-Puffer 15mM Tris-HCL (pH 8), 10mM EDTA, 100µg/ml RNase A;  
steril filtriert 
S 2-Puffer 0,2M NaOH, 1% SDS; steril filtriert 
S 3-Puffer    3M Kaliumacetat, pH 5,5; autoklavieren 
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Separation-Puffer 15,625g Tris 
         2g SDS 
ddH2O ad 250ml; pH 6,8 mit H3PO4 einstellen 
Stacking-Puffer 15,625g Tris 
         3g SDS 
ddH2O ad 250ml; pH 5,8 mit H3PO4 einstellen 
Stop-Lösung 
(Phosphorassay) 




 242g Tris 
57,1ml konzentrierte HCL 
in ddH2O ad 500ml; pH 7,8 mit Essigsäure einstellen 
Zugabe von 18,61g EDTA 
in ddH2O ad 1l 
TBS-T 25mM Tris; pH 8 mit HCl einstellen 




  1mM EDTA 
in ddH2O ad 500ml; pH 7,4 einstellen 
 
Tabelle 3: Zusammensetzungen der verwendeten Puffer 
 
2.2.4. Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Firma/Hersteller 
Primärantikörper Ratte (anti-ATP7B) 1:10000 Svetlana Lutsenko 
(PhD), Johns Hopkins 
University, Baltimore, 
Maryland, USA 
Sekundärantikörper Ratte(anti-Rat IgG) 1:16000 Sigma (A5795) 
 
Tabelle 4: Verwendete Antikörper beim Western-Blot  
 
2.2.5 Vektor 
Als Ausgangsmaterial diente der bereits hergestellte pFastBac1-ATP7B-
Vektor, welcher vom Projektleiter Herrn PD Dr. Huster zur Verfügung gestellt wurde 
(Toth, 2008). Zur Anwendung kam der Baculovirussystem Transfervektor pFastBac1 
der Firma Gibco (Invitrogen, Karlsruhe). Dieser aus insgesamt 4775bp bestehende 
Vektor ermöglicht die Generierung rekombinanter Baculoviren. Diese rufen nach 
Infektion von Insektenzellen eine Überexpression von Proteinen hervor. Der Vektor 
kodiert, neben einer Gentamicin- und Ampicillin-Resistenz, für das bakterielle 
Transposon Tn7. Zwischen dessen linken und rechten Arm liegen der Polyhedrin-
Promotor des AcNPV-Virus und eine Polylinkerregion, in die das gewünschte Gen 
inseriert werden kann. 
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2.2.6. Oligonukleotide („Primer“) 
Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma BioTez (Berlin) her-











Forward (5’ – 3’) Reverse (5’ – 3’) 
 
Tm 
1 254 G>T G85V CAG GAT TTC CAA TTT 
GAA AGT CAT CAT CAG 
CAT GAA GGT TTC 
GAA ACC TTC ATG 
CTG ATG ATG ACT 
TTC AAA TTG GAA 
ATC CTG 
78,7 
2 1475 T>C L492S CCG CAG AAG TGC 
TTC TCA CAG ATC AAA 
GGC ATG A 
TCA TGC CTT TGA 
TCT GTG AGA AGC 
ACT TCT GCG G 
79,2 
3 1846 C>T R616W GAC CCG GAA ATT 
ATC GGT CCA TGG 
GAT ATT ATC 
GAT AAT ATC CCA 
TGG ACC GAT AAT 
TTC CGG GTC 
76,5 
4 1877 G>C G626A TCA AAA TTA TTG AGG 
AAA TTG CCT TTC ATG 
CTT CCC TGG C 
GCC AGG GAA GCA 
TGA AAG GCA ATT 
TCC TCA ATA ATT 
TTG A 
78,5 
5 1934 T>G M645R CAC TTG GAC CAC 
AAG AGG GAA ATA 
AAG CAG TGG A 
TCC ACT GCT TTA 
TTT CCC TCT TGT 
GGT CCA AGT G 
78,0 
6 2128 G>A G710S CTT TGT CCA GCT CCT 
CAG TGG GTG GTA 
CTT CTA CG 
CGT AGA AGT ACC 
ACC CAC TGA GGA 
GCT GGA CAA AG 
80,4 
7 2279 C>T P760L GGC GGA GAG GAG 
CCT TGT GAC ATT CTT 
CG 
CGA AGA ATG TCA 
CAA GGC TCC TCT 
CCG CC 
79,4 
8 2293 G>A D765N GCC CTG TGA CAT TCT 
TCA ACA CGC CCC 
CCA TGC TC 
GA GCA TGG GGG 
GCG TGT TGA AGA 
ATG TCA CAG GGC 
83,8 
9 2305 A>G M769V C ATT CTT CGA CAC 
GCC CCC CGT GCT 
CTT TGT GTT CAT TGC 
GC AAT GAA CAC AAA 
GAG CAC GGG GGG 
CGT GTC GAA GAA TG 
84,2 
10 2519 C>T P840L CTG GGG GAA AGT 
TTC TAG TGG ATG 
GGA AAG TCC T 
 AGG ACT TTC CCA 
TCC ACT AGA AAC 
TTT CCC CCA G 
79,2 
11 2570 T>C I857T CTG ATG AGT CCC 
TCA CCA CAG GAG 
AAG CCA 
TGG CTT CTC CTG 
TGG TGA GGG ACT 
CAT CAG 
78,9 
12 2621 C>T A874V CGG AAG CAC TGT 
AAT TGT GGG GTC TAT 
AAA TGC ACA 
TGT GCA TTT ATA 
GAC CCC ACA ATT 
ACA GTG CTT CCG 
78,2 
13 2906 G>A R969Q GAC AGA GGT GAT 
CAT CCA GTT TGC TTT 
CCA GAC G 
CGT CTG GAA AGC 
AAA CTG GAT GAT 
CAC CTC TGT C 
79,2 
14 2975 C>T P992L GGG GCT GGC CAC 
GCT CAC GGC TGT 
CAT GG 
CCA TGA CAG CCG 
TGA GCG TGG CCA 
GCC CC 
84,7 
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15 3091 A>T T1031S GTT TGA CAA GAC 
TGG CTC CAT TAC CCA 
TGG CG 
CGC CAT GGG TAA 
TGG AGC CAG TCT 
TGT CAA AC 
79,1 
16 3155 C>T P1052L GTG GCC ACA CTG 
CTC CTC AGG AAG 
GTT C 
GAA CCT TCC TGA 
GGA GCA GTG TGG 
CCA C  
78,7 
17 3190 G>A E1064K GTG GGG ACT GCG 
AAG GCC AGC AGT GA 
TCA CTG CTG GCC 
TTC GCA GTC CCC AC 
78,5 
18 3207 C>A H1069Q CAG CAG TGA ACA 
ACC CTT GGG CGT G 
CAC GCC CAA GGG 
TTG TTC ACT GCT G 
75,1 
19 3247 C>T L1083F CCA AAT ACT GTA AAG 
AGG AAT TTG GAA 
CAG AGA CCT TGG G 
CCC AAG GTC TCT 
GTT CCA AAT TCC 
TCT TTA CAG TAT 
TTG G 
79,5 
20 3638 G>T G1213V GCT GCA GAG CAT 
GGT TGT GGA CGT 
GGT TCT 
AGA ACC ACG TCC 
ACA ACC ATG CTC 
TGC AGC 
78,9 
21 3665 A>T D1222V CTG ATC ACG GGG 
GTC AAC CGG AAG 
ACA G 
CTG TCT TCC GGT 
TGA CCC CCG TGA 
TCA G 
78,7 
22 3796 G>A G1266R AAG TCG CCA TGG 
TGA GGG ATG GGG 
TCA ATG 
CAT TGA CCC CAT 
CCC TCA CCA TGG 
CGA CTT 
78,9 
23 3809 A>G N1270S GGG GGA TGG GGT 
CAG TGA CTC CCC 
GGC C 
GGC CGG GGA GTC 
ACT GAC CCC ATC 
CCC C 
84,1 
24 3818 C>T P1273L GTC AAT GAC TCC 
CTG GCC TTG GCC 
CAG G 
CCT GGG CCA AGG 
CCA GGG AGT CAT 
TGA C 
80,2 
25 4085delCC S1362F-fs CCA TGG CAG CCT 
TCT GTG TCT GTG G 
CCA CAG ACA CAG 
AAG GCT GCC ATG G 
81,1 
26 3080 A>C D1027A GAT AAA GAC TGT GAT 
GTT TGC CAA GAC 
TGG CAC CAT TAC C 
GGT AAT GGT GCC 
AGT CTT GGC AAA 








1 reverse 5’ – TTC AAT GGA GCT GAC ACA GGA - 3’ 
2 reverse 5’ – AAA TTC CCA GGT GGA AGT GCC - 3’ 
3 reverse 5’ – ATC TGT AAG AAG CAC TTC TGC - 3’ 
4 reverse 5’ – AT GAC AGG GAT GCC AAA CAC  - 3’ 
5 reverse 5’ – AGT GCT TCC GGG TTT CTT AGT  - 3’ 
6 reverse 5’ – TGT TCC AAG TTC CTC TTT ACA - 3’ 
7 reverse 5’ – TAG CCA CCA CAT CCA GCA AAT - 3’ 
8 forward 5’ – GAA TAA AGG GAA GAA AGT CGC - 3’ 
9 forward 5’ – CAA CGG TTT AAC CAT TTC TAG C - 3’ 
10 forward  5’ –  GAA ATA CTT TCC TAA CCC CAA C - 3’ 
11 forward 5’ –  GCT ATG TCA GCC AGG TGT CGC TG - 3’ 
 
Tabelle 6: Primer für die Sequenzierung 
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Primer der Bacmid-PCR (Invitrogen, Karlsruhe) 
M 13 forward 5’ d[GTTTTCCCAGTCACGAC]3’ 
M13 reverse 5’d[CAGGAAACAGCTATGAC]3’ 
 
Tabelle 7: Primer der Bacmid-PCR 
 
2.2.7. Bakterienstämme 
Mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma 
Stratagene (San Diego, USA) konnten 26 Mutanten des ATP7B-Gens hergestellt 
werden. Zur Transformation der mutierten DNA wurde der dam+ „XL-1 Blue 
supercompetent cell“ E. coli Stamm der Firma Stratagene (San Diego, USA) mit 
folgendem Genotyp verwendet:  
 
recA1 endA1 gyrA96 thi- 1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB laclqZ∆M15 Tn10 
(Tetr)]  
 
Für die Herstellung rekombinanter Bacmide wurden der pFastBac1-ATP7B-
Wildtyp-Klon und die generierten Mutanten in das Baculovirusgenom eingebracht. 
Dies geschah mittels einer Transformation in E. coli DH10Bac der Firma Invitrogen 
(Karlsruhe), welche folgenden Genotyp besitzen: 
 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 araD139 ∆ 
(ara, leu) 7697 galU galK λ- rpsL nupG / bMON14272 / pMON7124 
 
2.2.8. Zelllinie 
Für die Expression des ATP7B-Proteins und der 26 Mutanten kamen Sf9-
Zellen der Firma Invitrogen (Karlsruhe) zur Anwendung. Hierbei handelt es sich um 
Insektenzellen aus dem Ovargewebe von Spodoptera frugiperda (Heerwurm), einer 
Mottenart, welche zur Familie der Eulenfalter (Noctuidae) und zur Ordnung der 
Schmetterlinge (Lepidoptera) zählt. Diese Zellen wurden aus einem Klon der Zelllinie 
IPLB-Sf21 AE isoliert. Für die Haltung in einer Suspensionskultur wurde Sf-900TM III 
SFM-Medium der Firma Invitrogen (Karlsruhe), supplementiert mit jeweils 5ml/l 
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2.2.9. Radiochemikalien 
Isotop spezifische Aktivität Firma / Hersteller 
[γ-32P]-ATP 20mCi/µmol PerkinElmer 
(Massachusetts, USA) 
 
Tabelle 8: Verwendete Radiochemikalien 
 
2.2.10. Chemikalien-Zusammensetzungen („Kits“) 




QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 
QuikChange® Site-Directed 
Mutagenesis Kit 
Stratagene, San Diego, USA 
 
Tabelle 9: Verwendete Chemikalien-Zusammensetzungen („Kits“) 
 
2.2.11. Verbrauchsmaterial 
Bezeichnung Firma / Hersteller 
Blotting Paper Sartorius, Göttingen 
Kryogefäße Nunc, Wiesbaden 
Gewebe/-Zellkulturröhrchen BD, Heidelberg 
Suspension-Kulturflaschen  Wheaton, Millville, USA 
Kunststoffpipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 
Greiner, Frickenhausen 
PCR-Reaktionsgefäße Biozym, Hess. Oldendorf 
Reaktionsgefäße (1,5ml, 2ml) Eppendorf, Hamburg 
Steritop Filter (0,22µm) Millipore, Schwalbach 
Kulturplatten (6-well, 48 well) TPP, Trasadingen, Schweiz 
 
Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
 
2.2.12. Geräte 
Bezeichnung Firma / Hersteller 
Bohrmaschine Kress, Bisingen 
Casy-Zellzählgerät Schärfe-System, Reutlingen 
Eismaschine Ziegra Eis Maschinen, Isernhagen 
Fotoanlage (Alpha Imager TM 1220) Biozym, Hess. Oldendorf 
Fujifilm BAS Cassette 2325 Fuji Film, Tokyo, Japan 
Fujifilm FLA 3000 Fuji Film, Tokyo, Japan 
Gelkammer horizontal Bio-Rad, München 
Glas-Teflon-Homogenisator Schütt Labortechnik, Göttingen 
Gradient-Thermocycler (PTC-200) Biozym, Hess. Oldendorf 
Imaging Reader Fuji Film, Tokyo, Japan 
Kühlbrutschrank Binder, Tuttlingen 
Manuelle Mikroliterpipetten Pipetman, Gilson, Limburg-Offheim 
Eppendorf Reference, Hamburg 
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Milli-QSynthesis A10 Millipore, Schwalbach 
MiniSpin plus Eppendorf, Hamburg 
Rotina 46 RS Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Spektralphotometer (U-2000) Hitachi, Tokyo, Japan 
Sterilbank, Clean Air Bio Hazard, Chennai, Indien 
Thermomixer compact (5436) Eppendorf, Hamburg 
Tiefkühlschrank -80°C (HERAfreeze) Heraeus, Gera 
Trans-Blot ® SD Bio-Rad, München 
Ultrazentrifuge (Sorvall Ultra Pro 80) Kendro, Langenselbold 
Umkehrmikroskop (CK 30) Olympus, Hamburg 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg 
 
Tabelle 11: Verwendete Geräte 
 
2.3. Beschreibung der angewandten Methoden 
Um den Einfluss von Genmutationen auf die katalytische Phosphorylierung, 
einer Schlüsseleigenschaft von ATP7B, detailliert zu untersuchen, wurden mittels 
ortsspezifischer Mutagenese 26 ATP7B-Mutanten generiert. Wildtyp (WT)-ATP7B, 
mutante Proteine und die bei Patienten nicht vorkommende Mutante D1027A, als 
Negativkontrolle, wurden mit Hilfe des Baculovirusexpressionssystems in 
Insektenzellen (SF9) generiert und die katalytische Phosphorylierung radiochemisch 
(32P-ATP) untersucht. 
 
2.3.1. Ortsgerichtete Mutagenese  
Vor Beginn der Experimente wurde zur Prüfung auf unbeabsichtigte 
Mutationen der pFastBac1-ATP7B-Vektor komplett sequenziert. Dabei konnte 
jegliche Mutation ausgeschlossen werden, welche das erhaltene Endergebnis in 
Frage stellen könnte. Im Anschluss an diesen Vorgang wurde eine ortsgerichtete 
Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma 
Stratagene (San Diego, USA) durchgeführt (siehe Abb. 8) und 25 Mutationen, sowie 
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Abb. 8: Überblick über die Methode der ortsgerichteten Mutagenese: nach „QuikChange® Site-Directed 




Mit der ortsgerichteten Mutagenese ist es möglich, Punktmutationen in 
doppelsträngige DNA einzufügen. Dazu wurden mit Hilfe des „QuikChange® Primer 
Design“ Programms der Firma Stratagene (www.stratagene.com) und des „PrimerX“-
Programms der „Bioinformatics Organisation“ (www.bioinformatics.com) insgesamt 
26 Mutageneseprimer mit den zugehörigen Annealing-Temperaturen (Tm) (siehe 
Tab. 5) konstruiert. Es handelte sich hierbei um jeweils zwei komplementäre 
Oligonukleotidsequenzen, welche die gewünschte Mutation enthalten. Anschließend 
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wurde eine PCR durchgeführt, bei welcher die dem Kit beigefügte PfuTurbo® DNA 
Polymerase beide DNA-Stränge replizierte, ohne dabei die zum Einfügen der 
Mutation benötigten Primer zu entfernen. Diese werden während der im 
Thermocycler stattfindenden Reaktion erweitert und in das neu entstandene Plasmid, 
welches damit die gewünschte Mutation trägt, eingefügt. Die PCR wurde laut 
Herstellerangaben mit dem Konstrukt ATP7B in dem pFastBac1-Vektor durchgeführt: 
 
PCR-Reaktionsgemisch:  28ng DNA (ATP7B-WT-Plasmid) 
    125ng Oligonukleotidprimer 1 
    125ng Oligonukleotidprimer 2 
    1µl dNTP-Mix 
    5µl 10fach-konzentrierter Reaktionspuffer 
    ddH2O ad 50µl 
 
Die Reaktion konnte nach Zugabe von 1µl PfuTurbo® DNA Polymerase nach 
folgendem PCR-Programm gestartet werden:  
   
Segment Zyklus Temperatur Zeit 
1. Initiale Denaturierung 1 95°C 30 sek 
2. Denaturierung 12 95°C 30 sek 
3. Anlagerung 55°C 1 min 
4. Elongation 68°C 9,5 min 
5. finale Elongation 1 68°C 5 min 
4. Abkühlen der Reaktion 1 4 °C   ∞ 
 
Tabelle 12: Verwendetes PCR-Programm für die Mutagenese 
 
Das PCR-Produkt ist eine DNA, welche nicht methyliert ist, da sie noch nicht 
in einem dam+ - E. coli Stamm vervielfältigt wurde. Diese Eigenschaft macht sich die 
für methylierte und hemimethylierte DNA spezifische Dpn I-Endonuklease für den 
Verdau des Ausgangs-DNA-Templates zunutze. Somit wird das Plasmid, welches 
die Mutation enthält, selektiert.  
Als PCR-Erfolgskontrolle wurde anschließend eine Agarosegelelektrophorese 
durchgeführt. Dieses Verfahren ermöglicht die Auftrennung eines DNA-Gemisches 
nach Größe der einzelnen Bestandteile und zeigt somit, ob das gewünschte Plasmid 
amplifiziert wurde. Die Gelelektrophorese erfolgte in 1%igen Agarosegelen bei 100V 
für etwa 60 Minuten, als Laufpuffer diente TAE. Das PCR-Produkt wurde mit dem 
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Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green (Biozym, Hess. Oldendorf), dem DNA-Puffer 
Bromphenolblau-Sucrose und H2O vermischt. Neben einer Negativkontrolle mit 
Wasser wurde zum Größenvergleich der Molekulargewichtsmarker II der Firma 
Roche (Mannheim) aufgetragen. Bei erfolgreicher Amplifikation war eine Bande auf 
Höhe von 9,5kb zu sehen.  
Anschließend erfolgte die Transformation des E. coli Stammes „XL-1 Blue 
supercompetent cell“, welcher eine Blau-Weiß-Selektion ermöglicht, mit der 
mutierten DNA. Die bei -80°C gelagerten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und für 
jede stattfindende Reaktion in Aliquots von jeweils 50µl in vorgekühlte Falcon® 2059 
Tubes (Falcon, Gräfeling-Locham) überführt. Nachdem jeweils 1µl des Mutagenese-
ansatzes zu der Bakteriensuspension gegeben wurde, inkubierte die Reaktion etwa 
30min auf Eis. In diesem Zeitabschnitt erfolgt die Anlagerung der DNA an die 
Bakterienzellwand. Für die Transformationsreaktion wurde der Ansatz einem 
Hitzeimpuls von 42°C in einem Wasserbad für 45s ausgesetzt. Die Terminierung der 
Reaktion erfolgte durch ein 2minütiges Abkühlen auf Eis. Im Anschluss daran wurde 
jeder Ansatz mit 0,5ml NZY+ broth vermischt. Während der nun folgenden 
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C in einem Thermoschüttler mit 225-250rpm, 
konnten die Bakterien die auf dem Vektor kodierte Ampicillin-Resistenz exprimieren. 
Im Anschluss daran wurden die Mutageneseansätze zu je 250µl auf LB/Ampicillin-
Agarplatten ausplattiert und in einem Brutschrank bei 37°C bebrütet. Der Zusatz des 
Ampicillins ließ nur das Wachstum der Bakterien zu, welche ein intaktes Plasmid 
aufgenommen und somit die Ampicillin-Resistenz erworben hatten. Die nach ca. 24 
Stunden sichtbaren Kolonien wurden zum Animpfen von Übernachtkulturen mit 
anschließender Plasmid-DNA Isolation genutzt. 
Zur Überprüfung der Effektivität der Mutagenesereaktion wurde eine Kontroll-
reaktion mit dem mitgelieferten pWhitescriptTM Kontrollplasmid (4,5kb) durchgeführt. 
Diese Versuchsreihe, genauso wie die Transformationskontrolle mit dem beigefügten 
Puc-Kontrollplasmid, basieren auf dem Prinzip des Blau-Weiß-Screenings. Hierbei 
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2.3.2. Isolation von analytischen Mengen Plasmid-DNA  
Da der pFastBac1 Vektor mit dem klonierten Insert eine Gesamtgröße von 
9,2kb besitzt, konnte eine herkömmliche DNA-Isolation über Säulen, welche das 
Plasmid zurückhalten würden, nicht stattfinden. Aus diesem Grund wurde eine 
modifizierte Bacmidpräparation entsprechend den Herstellervorschriften (Bac-to-
Bac®, Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, welche eine Isolierung von Plasmiden mit 
einer Länge über 10kb nach dem Prinzip der alkalischen Lyse ermöglicht. Eingesetzt 
wurden dabei Puffer aus dem QIAGEN Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen (Hilden). 
Nach 1minütiger Zentrifugation (14000g, RT) der Übernachtkultur in 2ml LB-
Medium wurde der Überstand verworfen und das entstandene Zellpellet in 300µl P1-
Puffer resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte nach Hinzufügen von 300µl P2-
Puffer. Zur Terminierung der Reaktion wurde 300µl eiskalter P3-Puffer zugegeben, 
die Probe 10min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (14000g, RT, 
10min). Nach Überführung des Überstandes in 800µl Isopropanol (Baker, Deventer, 
Niederlande) wurde die DNA 10min auf Eis ausgefällt. Anschließend wurde das 
DNA-Pellet nach 15minütiger Zentrifugation (14000g, RT) mit 500µl 70%igem 
Ethanol (Baker, Deventer, Niederlande) mehrfach gewaschen und in 40µl EB-Puffer 
(engl. elution buffer) vorsichtig aufgenommen. 
 
2.3.3. Photometrische Konzentrations- und Reinheitsprüfung der Plasmid-DNA  
Die Konzentration und Reinheit der DNA-Lösungen wurde durch photo-
metrische Bestimmung der Absorption bei 260nm (Spektralphotometer U-2000, 
Hitachi, Tokyo, Japan) in Quarzküvetten (Sarstedt, Nümbrecht) bestimmt. Dafür 
wurde die DNA 1:100 mit H2O verdünnt und die Extinktion bei λ=260nm und 
λ=280nm bestimmt. Die Berechnung der DNA-Konzentration erfolgte anhand 
folgender Formel: 
 
Konzentration [ng/µl] = OD260 x 50 x 100 (Verdünnung) 
 
Aus dem Verhältnis OD260 / OD280 ergibt sich die Reinheit der DNA. Bei einer 
reinen DNA-Lösung liegt der Faktor bei 1,8. Liegt der gemessene Wert darüber, so 
ist es ein Hinweis auf eine mögliche Verunreinigung durch RNA. Liegt er darunter, so 
ist dies ein Indiz für eine mögliche Proteinkontamination und/oder für das 
Vorhandensein von organischen Lösungsmitteln. 
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2.3.4. Computergestützte Sequenzanalyse 
Alle erhaltenen Konstrukte wurden am Interdisziplinären Zentrum für Klinische 
Forschung (IZKF) Leipzig sequenziert. Die verwendeten Primer sind der Tabelle 6 zu 
entnehmen (siehe Abschnitt 2.2.6.). 
Anschließend erfolgte die Analyse der Nukleinsäuresequenzen mit Hilfe eines 
Computerprogramms, welches über das World Wide Web jedem Nutzer zur 
Verfügung steht. An folgendem Server wurde gearbeitet: NCBI (National Center for 
Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Das verwendete Programm 
BLAST®  (Basic Local Alignment Search Tool) erlaubt den Vergleich einer DNA-
Sequenz mit Sequenzen aus verschiedenen Sequenz-Datenbanken. 
 
2.3.5. Kultivierung von Sf9-Insektenzellen 
Die Sf9-Zellen stammen aus den Ovarien der Lepidopterenart Spodoptera 
frugiperda (Heerwurm). Alle Zellkulturarbeiten wurden unter Einhaltung steriler 
Bedingungen unter einer Sterilbank durchgeführt. Zur Vermeidung von 
Kontamination wurden stets Einmalhandschuhe getragen und alle Geräte und 
Flächen vor Gebrauch desinfiziert. Die Zellen wurden in regelmäßigen Abständen 
hinsichtlich ihrer Morphologie und einer möglichen Kontamination mit einem 
Umkehrmikroskop überprüft.  
Die Kultivierung von Sf9-Zellen erfolgte in serumfreiem Medium (Sf-900TM III 
SFM-Medium), da die Zellen im serumhaltigen Medium zum einen sehr stark 
aggregieren und zum anderen wesentlich empfindlicher gegen mechanische Ein-
flüsse sind. Die Zellen sind in der Lage, semiadhärent oder in einer Suspensions-
kultur zu wachsen. Für die folgenden Experimente wurden die Sf9-Insektenzellen in 
Kulturflaschen (Wheaton, Millville, USA) als Suspensionskultur in einem Kühlbrut-
schrank bei 27°C und Raumluft gehalten. Die Verdopplungsrate gesunder Kulturen 
beträgt ca. 72 Stunden. Für die Stammhaltung wurden die Zellen in einer  
150ml-Flasche kultiviert und dreimal in der Woche umgesetzt. Dafür wurde die 
Zelldichte der Kultur mit dem Casy-Zellzählgerät bestimmt. Nach Berechnung des 
notwendigen Volumens zum Erreichen einer Endkonzentration von 1x106 Zellen/ml 
wurde die Flasche auf das Endvolumen von 150ml mit frischem Medium aufgefüllt, 
um die Stammhaltung weiterzuführen. Für eine Infektion mit rekombinanten Viren zur 
Proteinexpression wurde eine Endkonzentration von 3x106 Zellen/ml gewählt. Für die 
Infektion und Transfektion sollten die Zellen eine Überlebensrate von mind. 97% auf-
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weisen. Dies wurde mit Hilfe der Trypanblau-Färbung ermittelt. Durch häufiges Um-
setzen von Zellen in frisches Medium verändern sich deren Wachstumseigen-
schaften, so dass ungleiche Ausgangsbedingungen für nachfolgende Experimente 
entstehen könnten. Aus diesem Grund wurden Zellen der Passagenummern 4-6 
eingefroren, um in regelmäßigen Abständen frische Zellen auftauen und nutzen zu 
können. Somit wurden annähernd gleiche Bedingungen für die Transfektion und 
Infektion geschaffen. 
Zum Einfrieren wurden Zellen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase 
befanden, bei 100g (4°C, 5 bis 10min) zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und das Pellet in Einfriermedium resuspendiert. Anschließend wurde die Zell-
suspension zu je 20 bis 30x106 Zellen/1,5ml in Kryogefäße aliquotiert und diese bei   
-80°C (Gasphase von flüssigem Stickstoff) eingefroren. Abschließend wurden die 
Röhrchen in Flüssigstickstoff überführt (-196°C). Zum Revitalisieren wurden die 
Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit 1ml sterilem FKS (Gibco/ 
Invitrogen, Karlsruhe) aufgetaut und in ein Zellkulturröhrchen überführt. Nach Zentri-
fugation bei 500g für 6min wurden die Zellen pelletiert und anschließend in 10ml 
Wachstumsmedium resuspendiert. Auf diese Weise wurden die Zellen dreimal ge-
waschen, um abgestorbene Zellen und störende Zusätze aus dem Einfriermedium zu 
entfernen. Nach acht Passagen konnten die Zellen für Versuche verwendet werden. 
 
2.3.6. Proteinexpression mit Baculoviren 
Die Proteinexpression mit dem Bac-to-Bac® Baculovirusexpressionssystem 
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) beruht auf der Infektion von Insektenzellen mit 
rekombinanten Baculoviren. Das System verwendet eine modifizierte Form des 
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV). Die doppelsträngigen 
DNA-Baculoviren infizieren spezifisch Insektenzellen und sind für den Menschen 
ungefährlich, da die Viruspromotoren in Säugetieren weitgehend inaktiv sind 
(Carbonell et al., 1985). Rekombinante Viren werden durch die Transformation von 
E. coli DH10Bac-Zellen (siehe Abschnitt 2.3.7.) mit dem rekombinanten Donor-
plasmid pFASTBAC1 erzeugt. Durch eine spezifische Transposition wird das Zielgen 
an eine definierte Position in der in den E. coli Zellen propagierten Virus-DNA 
(Bacmid) eingefügt. Das rekombinante Bacmid kann isoliert und in Insektenzellen 
eingebracht werden. Während des folgenden Entwicklungszyklus der Viren kommt 
es sowohl zur Bildung von rekombinantem Zielprotein als auch zur Bildung neuer 
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rekombinanter Viren, die im Anschluss für weitere Infektionen verwendet werden 
können. Die folgenden Arbeitsschritte wurden gemäß den Herstellerangaben 
durchgeführt. Einen Überblick gibt die Abb. 9.    




































Abb. 9: Schematische Darstellung der  Methode des Baculovirusexpressionssystems: modifiziert nach 
„Bac-to-Bac®, Baculovirusexpressionssystem, Instruction Manual“, Invitrogen, Karlsruhe. 
 
2.3.7. Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA 
Zur Herstellung von rekombinanten Baculoviren erfolgte die Transposition von 
ATP7B, sowie der generierten Mutationen, in eine Bacmid-DNA. Dies wurde durch 
die Transformation von DH10BacTM-E. coli-Zellen mit pFastBac1-Donorplasmid 
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realisiert. Für diesen Arbeitsschritt wurden zunächst Bakterienzellen vorsichtig auf 
Eis aufgetaut, mit 1ng Plasmid-DNA vermischt und 30min auf Eis inkubiert. Nachdem 
sich in diesem Zeitraum die DNA an die Bakterienwand anlagern konnte, erfolgte die 
Transformationsreaktion durch einen Hitzeschock von 42°C für 45s. Zur 
Terminierung dieser Reaktion wurde der Ansatz für 2min auf Eis gekühlt und danach 
mit 900µl SOC Medium vermischt. Bei der anschließenden Inkubationszeit des 
Ansatzes für 4 Stunden bei 37°C unter kontinuierlichem Schütteln (225rpm) konnten 
die Bakterien die kodierten Antibiotikaresistenzen exprimieren. Die Resistenz für 
Kanamycin ist auf dem Bacmid, jene für Tetracyclin auf dem Helferplasmid und 
diejenige für Gentamicin auf pFastBac1 lokalisiert. Des Weiteren besitzen die 
bacmidhaltigen Bakterien die Fähigkeit zur Blau-Weiß-Selektion. Das Einfügen des 
Zielgens unterbricht das lacZα-Peptid, so dass mit einem rekombinanten Bacmid 
weiße und mit dem Wildtyp-Bacmid blaue Kolonien bei Vorhandensein von Bluo-gal 
und IPTG gebildet werden.  Nun wurde die Bakterienkultur auf 1:10 und 1:100 
verdünnt und auf LB-Agarplatten ausplattiert, welche 50µg/ml Kanamycin, 7µg/ml 
Gentamicin, 10µg/ml Tetrazyklin, 100µg/ml Bluo-gal und 40µg/ml IPTG enthielten. 
Durch den Antibiotikazusatz konnten nur Bakterien wachsen, welche ein intaktes 
Plasmid aufgenommen haben, sowie ein intaktes Helferplasmid und ein Bacmid 
enthielten. Nach 48h Inkubation bei 37°C konnten weiße von blauen Kolonien 
unterschieden werden. Die erstgenannten enthalten das rekombinante Bacmid und 
wurden zum Animpfen von Übernachtkulturen in 2ml LB-Medium mit den 
entsprechenden Selektionsantibiotika genutzt. Am folgenden Tag wurde eine 
Bacmid-DNA-Isolation und PCR-Kontrolle mit für das Bacmid spezifischen Primern 
durchgeführt. 
 
2.3.8. Isolierung von Bacmid-DNA 
Nach Transformation der DH10BacTM-E. coli-Zellen erfolgte die Isolation der 
Bacmid-DNA entsprechend den Herstellervorschriften (Bac-to-Bac®, Baculovirus- 
expressionssystem Invitrogen, Karlsruhe) durch alkalische Lyse. Die Übernachtkultur 
einer weißen Einzelkolonie in 2ml LB-Medium mit 50µg/ml Kanamycin, 7µg/ml 
Gentamicin, 10µg/ml Tetrazyklin wurde zentrifugiert (1min, 14000g, RT) und das 
entstandene Zellpellet nach Verwerfen des Überstandes in 300µl S1-Puffer 
resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Hinzufügen von 300µl S2-
Puffer. Zur Terminierung der Reaktion wurde 300µl eiskalter S3-Puffer zugegeben, 
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die Probe 10min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (14000g, RT, 
10min). Nach Überführung des Überstandes in 800µl Isopropanol (Baker, Deventer, 
Niederlande) wurde die DNA 10min auf Eis ausgefällt. Anschließend wurde das 
DNA-Pellet nach 15minütiger Zentrifugation  (14000g, RT) mit 500µl 70%igem 




Die rekombinante Bacmid-DNA weist eine Größe von mehr als 135kb auf. Da 
sich in diesem Größenbereich eine Restriktionsanalyse schwierig gestaltet, wurde 
eine PCR-Analyse für den Nachweis des gewünschten Gens im rekombinanten 
Bacmid verwendet. Die verwendeten Primer sind der Tabelle 7 zu entnehmen (siehe 
Abschnitt 2.2.6.). Die PCR wurde laut Herstellerangaben mit der Bacmid-DNA 
durchgeführt: 
 
PCR-Reaktionsgemisch:              100ng rekombinante Bacmid-DNA 
     5µl 10fach-konzentrierter PCR-Puffer  
     1µl dNTP-Mix (10 mM) 
     1,5µl 50mM MgCl2 
     1,25µl Oligonukleotide-M13 Forward 
                                                     1,25µl Oligonukleotide-M13 Reverse 
      0,5µl Platinum® Taq Polymerase High Fidelity      
 (5 units/µl; Invitrogen, Karlsruhe) 
 ddH2O ad 50µl 
 
Die Reaktion wurde nach folgendem PCR-Programm gestartet: 
Segment Zyklus Temperatur Zeit 
1. Initiale Denaturierung 1 93°C 3 min 
2. Denaturierung 35 94°C 45 sek 
3. Anlagerung 55°C 45 sek 
4. Elongation 72°C 5 min 
5. finale Elongation 1 72°C 7 min 
4. Abkühlen der Reaktion 1 4 °C   ∞ 
 
Tabelle 13: Verwendetes PCR-Programm für die Bacmid-PCR 
Als PCR-Erfolgskontrolle wurde anschließend eine Agarosegelelektrophorese 
durchgeführt. 
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2.3.10. Transfektion von Sf9-Insektenzellen 
Die Transfektion (Übertragung von DNA) von Spodoptera frugiperda (Sf9-) 
Zellen mit rekombinanter Virus-DNA (Bacmid) erfolgte mittels Lipofektion unter 
serumfreien Bedingungen ohne Zusätze von Antibiotika. Dazu wurde die Zellzahl der 
Insektenzellen mit Hilfe des Casy-Zellzählgeräts (Schärfe-System, Reutlingen) 
bestimmt und anschließend in je 3 Vertiefungen einer 6-Well-Kulturplatte 9x105 
Zellen ausgesät. Zur Anheftung der Zellen am Boden wurde die Platte eine Stunde 
bei 27°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden in zwei Ansätzen 15µl Bacmid-DNA 
mit 300µl Sf-900TM III SFM-Medium ohne Zusatz von Antibiotika oder FKS, sowie 
18µl Cellfectin Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) mit 300µl des gleichen Mediums 
vermischt. Beide Lösungen wurden zusammengegeben und 45min bei Raum-
temperatur inkubiert. In dieser Zeit bilden sich DNA//Liposomen-Komplexe aus, die 
von den Zellen aufgenommen werden können. Anschließend wurde der Trans-
fektionsansatz mit 2,4ml Sf-900TM III SFM-Medium aufgefüllt. Der antibiotikahaltige 
Überstand der am Boden haftenden Sf9-Zellen wurde mit einer Pipette vorsichtig 
abgenommen und, nachdem die Zellen mit zusatzfreiem Medium gewaschen 
wurden, durch 1011µl Transfektionslösung ersetzt. Von jeder Transfektion wurde ein 
Dreifachansatz durchgeführt. Während der folgenden 5stündigen Inkubation bei 27°C 
erfolgte die Aufnahme der Bacmid-DNA in die Zellen. Danach wurde die 
Transfektionslösung mit einer Pipette abgezogen und durch 2ml Vollmedium ersetzt. 
Zur Bildung von rekombinantem Protein und Viruspartikeln wurden die Zellen 3 Tage 
bei 27°C inkubiert. Die so gewonnenen Viruspartikel standen für weitere Infektionen 
zur Verfügung. 
 
2.3.11. Ernte und Lagerung von Baculoviren 
Drei Tage nach der Transfektion konnten die Baculoviren geerntet werden. 
Dafür wurde das virushaltige Medium in sterile Gewebekulturröhrchen überführt und 
durch 5minütige Zentrifugation bei 500g von Zelltrümmern befreit. Der Überstand 
wurde in neue, sterile Röhrchen gegeben und unter Lichtabschluss für spätere 
Versuche bei 4°C gelagert. Unter diesen Bedingungen bleiben die Viren ungefähr 6 
Monate stabil. Für eine Aufbewahrung über einen längeren Zeitraum wurden Aliquots 
eines jeden generierten Virus bei -80°C gelagert. 
 
 
________________________Material und Methoden________________________ 
- 34 - 
2.3.12. Virentiterbestimmung 
Zur gezielten Infektion der Zellkulturen mit dem Virus, war die Kenntnis der 
Virenkonzentration (Titer) nötig. Dieser wird in plaque forming units/ml (pfu/ml) 
angegeben. Mit dem Verfahren der Endpunktbestimmung wurden die einzelnen 
Virentiter ermittelt. Dazu wurden in die Vertiefungen von 48-Well-Kulturplatten je 
2,5x104 Zellen ausgesät. Je zwei Reihen à 7 Vertiefungen wurden mit 25µl einer 
Virusverdünnung von 10-2 bis 10-11 infiziert, die letzte Vertiefung wurde als 
Negativkontrolle jeweils mit Medium aufgefüllt. Die Wellplatten wurden für insgesamt 
10 Tage bei 27°C in einer feuchten Kammer inkubiert und anschließend die 
Vertiefungen pro Virusverdünnung ausgezählt, in denen Zeichen einer Infektion 
auftraten. Zellen, welche eine Vergrößerung der Zellkerne oder des ganzen 
Zellvolumens bzw. Zeichen der beginnenden Lyse zeigten, wurden als infiziert 
betrachtet. Die Auswertung der Endpunktverdünnung erfolgte gemäß der Anleitung 
aus „Baculovirus Expression Vectors, a laboratory Manual“ (O'Reilly, 1994).   
 
2.3.13. Infektion und Proteinexpression 
Zur Infektion der Insektenzellen in Suspensionskulturen wurde die Virenlösung 
mit entsprechendem Volumen in die Kultur gegeben. Die Virusmenge für eine 
Infektion wird als multiplicity of infection (MOI) angegeben. Dabei gibt die MOI das 
Verhältnis von eingesetzter Virusmenge [pfu (plaque forming units)/ml] zur 
eingesetzten Zellzahl an, MOI = 1 bedeutet 1pfu pro Zelle. Menge der Viren und 
Dauer der Infektion richteten sich nach dem Ziel der Infektion: Zur Amplifizierung der 
Viren wurde eine MOI von 0,5 und eine Infektionsdauer von etwa 3 Tagen 
angewendet. Für die Proteinproduktion wurde eine MOI von 10 mit einer 
Infektionsdauer von 3 Tagen gewählt. Das benötigte Volumen des Virenüberstandes 
berechnete sich nach folgender Formel: 
 
Benötigtes Volumen (ml) = gewünschte MOI (pfu/Zelle) x Gesamtzellzahl 
Virustiter (pfu/ml) 
 
Für eine Infektion wurde eine 100ml Zellsuspensionskultur mit 2x106 Zellen 
angesetzt und die entsprechende Virenmenge hinzugefügt. Die infizierte Zellkultur 
wurde 3 Tage bei 27°C inkubiert. Danach konnten neue Viren gewonnen oder das 
gewünschte Protein präpariert werden. 
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2.3.14. Expression von ATP7B in Sf9-Zellen und Membranpräparation  
Nachdem Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren infiziert wurden, 
produzieren diese das gewünschte Protein. Dieses wird je nach seinem auf dem Gen 
kodierten Bestimmungsort in das Zellplasma sezerniert oder in die Zellmembranen 
eingebaut. Das Transmembranprotein ATP7B ist eine ATPase, welche nach kata-
lytischer Phosphorylierung Kupfer ATP-abhängig durch die Membransysteme des 
Golgi-Apparates bzw. eines vesikulären Kompartiments in Hepatozyten transportiert. 
Um die katalytische Phosphorylierung nachzuweisen, wurde eine totale Membran-
fraktion mit darin angereichertem ATP7B aus den infizierten Zellen gewonnen. 
Dazu wurden zunächst eine 200ml-Kultur (3x106 Sf9-Zellen/ml Medium) mit 
einer MOI von 10 infiziert. Nach einer Inkubationsdauer von 3 Tagen bei 27°C wurde 
die Zellsuspension in 50ml-Gewebekulturröhrchen überführt und zentrifugiert (10min, 
1000 U/min, 4°C). Der Überstand wurde verworfen und die Zellpellets in je 5ml eis-
kaltem HB-Puffer resuspendiert, welcher Proteaseinhibitoren enthielt. Das Protein-
gemisch wurde in einen Glas/Teflon-Homogenisator überführt und anschließend, 
nach Einspannen des Teflon-Stößels in eine herkömmliche Bohrmaschine, bei    
3400 U/min homogenisiert. Zell- und Zellkernbestandteile, sowie Mitochondrien 
wurden bei 500g 10min bei 4°C abzentrifugiert. Der trübe membranhaltige Überstand 
wurde daraufhin 30min bei 20000g (4°C) ultrazentrifugiert. Das erhaltene Membran-
pellet wurde in 1,4ml HB-Puffer resuspendiert und in Aliquots zu je 100µl bei -80°C 
gelagert. 
 
2.3.15. Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung des Proteingehaltes der Membransuspensionen erfolgte 
photometrisch nach der Methode von Bradford (1976). Dieses Verfahren beruht auf 
der Bindung des Farbstoffs Coomassie® Brillant Blue G-250 an Proteine, wodurch es 
zu einer Farbänderung des Farbstoffmoleküls von rot nach blau kommt. Die 
resultierende Absorptionsänderung ist proportional zur Proteinkonzentration. Um die 
Gesamtproteinmenge zu bestimmen, wurden 20µl der Proteinverdünnung mit 980µl 
Bradford-Verdünnung (Biochrom KG, Berlin) vermischt, 5min bei Raumtemperatur 
inkubiert und die Extinktion bei λ=595nm gegen einen Leerwert gemessen. 
Anschließend wurden die Werte gegen eine BSA-Eichgerade kalibriert.  
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2.3.16. Analytische SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die Untersuchung der Proteingemische zur Kontrolle der Proteinexpression 
erfolgte mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). SDS bewirkt die 
Entfaltung der Proteine und maskiert deren Eigenladung, daher werden die Proteine 
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die SDS-PAGE wurde in einer vertikalen 
Proteingelkammer (Bio-Rad, München) unter Verwendung von 7,5%igen Acrylamid-
gelen durchgeführt. Nach dem Gießen und Auspolymerisieren von Trenn- und 
Sammelgel wurden die aufzutragenden Proteinproben mit 2µl Laemmli-Probenpuffer 
versetzt. Die Auftragsmenge der Proteine betrug 10μg und die Elektrophorese in 
SDS-Laufpuffer erfolgte zunächst für 15min bei 10mA und anschließend bei 25mA 
über einen Zeitraum von 90min. Als Größenvergleich diente ein Molekulargewichts-
standard der Firma BioRad („Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM Standards“). 
Die Proteinbanden in den Gelen wurden direkt im Anschluss an die Elektro-
phorese durch Coomassie® Blau-Färbung angefärbt (siehe Abschnitt 2.3.17.). Mit 
dieser Färbemethode konnte das gewünschte Protein schon bei einer Auftragmenge 
von 10µg Proteingemisch nachgewiesen werden. Zum spezifischen Nachweis des 
ATP7B bzw. seiner Mutanten wurde das Verfahren des Western-Blots gewählt und 
die Proteine nach der Durchführung einer SDS-PAGE zunächst auf eine PVDF-
Membran (Amersham, Freiburg) transferiert (siehe Abschnitt 2.3.18.). 
 
2.3.17. Coomassie-Färbung von Proteingelen 
Bei einem Proteingehalt von mindestens 0,5μg können Proteine in Gelen mit 
dem Farbstoff Coomassie® Brillantblau G-250 angefärbt werden. Nach der Elektro-
phorese wurde das Trenngel für mindestens 30min in der Coomassie® Blue-Färbe-
lösung gefärbt und anschließend mit einem Gemisch aus 20% Methanol und 10% 
Essigsäure entfärbt, wobei Methanol den Farbstoff aus dem Gel herauslöst und 
Essigsäure den farbigen Proteinkomplex stabilisiert. Nach Fixation des Gels in 
20%igem Glycerin und anschließendem Trocknen über 2h bei 80°C auf Filterpapier, 
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2.3.18. Western-Blot 
Der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine PVDF-
(Polyvinylidenfluorid-) Membran ("blotten") erfolgte im "semi-dry" Verfahren direkt im 
Anschluss an die SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.3.16.). Die auf Gelgröße 
zugeschnittene PVDF-Membran wurde vor dem Transfer zunächst 10s in Methanol 
(Baker, Deventer, Niederlande), dann 5min in Wasser und zuletzt 15min in Anode-II-
Puffer äquilibriert. Das SDS-Gel wurde 15min in Kathodenpuffer gelegt. Je drei 
Filterpapiere wurden in Kathodenpuffer sowie Anode-II-Puffer und zwei Filterpapiere 
in Anode-I-Puffer äquilibriert. Nach dem luftblasenfreien Aufeinanderschichten der 
Filterpapiere, sowie des Gels und der PVDF-Membran erfolgte der Transfer bei 
0,8mA/cm2 für 2h. Zur Überprüfung des Proteintransfers wurden die auf die Membran 
übertragenen Proteine mit Ponceau-Färbelösung (Serva, Heidelberg) angefärbt. Um 
den Proteinen später eine Molmasse zuordnen zu können, wurde die Position der 
Standardproteine auf den Membranen markiert. 
 
2.3.19. Immunologischer Proteinnachweis auf Nitrozellulosemembranen 
Der spezifische Nachweis von ATP7B und seiner Mutanten auf der Nitro-
zellulosemembran erfolgte immunologisch mit Antikörpern. Dafür wurde die 
Membran zunächst kurz in PBS (Biochrom KG, Karlsruhe) gewaschen und 
anschließend für eine Stunde bei RT in PBS-T (0,1% Tween; USB, Ohio, USA) mit 
5% Milchpulver (AppliChem, Darmstadt) unter Schwenken inkubiert, um 
unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Nach mehrmaligem Waschen des 
Nitrozellulosestreifens mit TBS-T Puffer erfolgte dessen Inkubation mit dem 
Primärantikörper (Verdünnung 1:10000 in PBS-T) über Nacht. Im Anschluss daran 
folgten mehrere Waschschritte mit TBS-T Puffer und eine einstündige Inkubationszeit 
mit dem Sekundärantikörper, welcher mit einer Verdünnung von 1:25000 in PBS-T 
mit 1%igem Milchpulver gelöst war. Die Antigen-Antikörper-Komplexe wurden nach 
erneutem Waschen der Membran mit Hilfe von 250µl Super Signal West Dura 
Extended Duration Substrate (Pierce, Bonn) über die Peroxidase-Aktivität durch 
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2.3.20. Phosphorylierungsassay  
Um die katalytische Phosphorylierung von ATP7B sowie seiner Mutanten 
zeigen zu können, wurde ein Phosphorylierungsassay nach einem modifiziertem 
Protokoll von Tsivkovskii und Mitarbeitern (Tsivkovskii et al., 2002) durchgeführt. 
Dieses basiert darauf, dass die Membranproteingemische mit einem radioaktiven 
Substrat inkubiert und anschließend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden. 
Während der Inkubationszeit wird das radioaktiv markierte γ-Phosphat von ATP am 
Aspartatrest im DKTG-Motiv im Rahmen des katalytischen Zyklus gebunden (Bildung 
des Zwischenproduktes Acylphosphat). Nach elektrophoretischer Auftrennung, sowie 
Fixierung der Proteine und Trocknung der Gele, können das radioaktive ATP7B und 
seine Mutanten auf einer Entwicklerplatte sichtbar gemacht werden.  
Zunächst wurden die bei -80°C gelagerten Proteinlösungen aufgetaut und je 
50µg Membranprotein mit 200µl Assay-Puffer (siehe Abschnitt 2.2.3.) vermischt. 
Anschließend wurde radioaktives [γ-32P]ATP (5µCi, spezifische Aktivität 20mCi/µmol) 
mit einer Endkonzentration von 1µM je Ansatz hinzugefügt und die Proben für 4min 
auf Eis inkubiert. In diesem Zeitabschnitt konnte das radioaktiv markierte γ-Phosphat 
des ATP an dem Aspartatrest binden. Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von 
50µl eiskalter Stop-Lösung unterbrochen und die Proben anschließend für 10min bei 
20000g (4°C) zentrifugiert. Die entstandenen Proteinpellets wurden einmal mit 
eiskaltem Wasser gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (20000g, 4°C, 5min) 
in 40µl Ladungspuffer resuspendiert. Anschließend wurden die Proben auf ein 
saures 7%iges Polyacrylamidgel (Sammelgel pH-Wert: 5,8; Trenngel pH-Wert: 6,8) 
geladen. In diesem System ist es möglich, alkalilabile Proteine (z. B. Acylphosphat) 
unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihrer relativen Molmasse auf-
zutrennen. Es wurde eine vertikale Proteingelkammer (Bio-Rad, München) mit 
Phosphorylierungsassay-Laufpuffer (siehe Abschnitt 2.2.3.) befüllt und die Protein-
gemische über einen Zeitraum von 5 Stunden bei 70V elektrophoretisch aufgetrennt. 
Nur unter den oben beschriebenen experimentellen Bedingungen ist das 
phosphorylierte Protein nachweisbar. Als Größenvergleich diente ein Molekular-
gewichtsstandard der Firma BioRad („Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM 
Standards“). Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine durch 10minütige 
Inkubation des Gels in 10%iger Essigsäure fixiert. Abschließend wurden die Gele auf 
Filterpapier bei 80°C für 45min getrocknet und über Nacht auf Entwicklerplatten 
gelegt. 
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2.3.21. Dephosphorylierungsexperimente 
Um die ATP-abhängige Dephosphorylierung durchzuführen, wurden zunächst 
die Arbeitsschritte des Phosphorylierungsassays wie in Abschnitt 2.3.20 beschrieben 
mit radioaktivem Phosphor durchgeführt. Nachdem die Proben 4min auf Eis mit dem 
radioaktiven [γ-32P]ATP inkubiert hatten wurde anschließend „kaltes“ ATP mit einer 
Endkonzentration von 1 mM hinzugefügt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Hinzufügen von 50µl eiskalter Stop-Lösung unterbrochen. 
Die weiteren Arbeitsschritte sind den Ausführungen des Phosphorylierungsassays zu 
entnehmen. 
 
2.3.22. Quantifizierung und Auswertung der Ergebnisse 
Nachdem die getrockneten Gele über Nacht auf Entwicklerplatten gelegt 
wurden, konnten diese am darauf folgenden Tag mit dem Imaging Reader (Fuji Film, 
Tokyo, Japan) ausgelesen werden. Mit Hilfe des Computerprogramms „AIDA“ wurde 
die Intensität jeder einzelnen Phosphorbande quantifiziert. Der Phosphorylierungs-
grad von ATP7B wurde wie folgt bestimmt: Die Intensität des WT-ATP7B wurde mit 
dem Wert 100% festgesetzt. Durch Vergleich der Intensitäten der phosphorylierten 
Banden der Mutanten mit dem Wildtyp-ATP7B konnte auf die Phosphorylierungs-
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3. Ergebnisse 
Für die Untersuchung der katalytischen Phosphorylierung von ATP7B wurden, 
neben dem Wildtyp (WT)-ATP7B, 25 mutante Proteine und als Negativkontrolle die 
artifizielle, d.h. beim Menschen noch nicht beobachtete, Mutante D1027A generiert. 
Als Ausgangspunkt diente der Vektor ATP7B-pFastBac1, welcher die komplette 
DNA-Sequenz des Wildtyp-ATP7B-Gens enthält (Toth, 2008). Mittels ortsspezifischer 
Mutagenese wurden die insgesamt 26 ATP7B-Mutanten erzeugt und mit Hilfe des 
Bac-to-Bac® Baculovirusexpressionssystems der Firma Invitrogen (Karlsruhe) in 
Insektenzellen (SF9) überexprimiert. Um ATP7B und die oben genannten Mutationen 
in das Baculovirusgenom zu integrieren, wurden in E. coli DH10Bac rekombinante 
Bacmide, Baculovirus-Shuttle-Vektoren, hergestellt. Mit diesen konnten Sf9-Insekten-
zellen transfiziert und anschließend Baculoviren gewonnen werden. Um die 
katalytische Phosphorylierung von ATP7B, sowie seine Mutationen radiochemisch 
untersuchen zu können, wurde eine totale Membranfraktion aus mit Baculoviren 
infizierten Sf9-Zellen gewonnen und anschließend Phosphorylierungsexperimente 
mit 32P-ATP durchgeführt.  
 
3.1. Ergebnisse der Proteinexpression von 26 ATP7B-Mutanten 
3.1.1. Ortsgerichtete Mutagenese des ATP7B-Gens  
Vor Beginn der Experimente wurde der pFastBac1-ATP7B-Vektor komplett 
sequenziert. Dabei konnten in allen 26 Fällen unbeabsichtigte Mutationen 
ausgeschlossen werden, welche das erhaltene Endergebnis in Frage stellen 
könnten. Im Anschluss an diesen Vorgang wurde eine ortsgerichtete Mutagenese mit 
Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene (San 
Diego, USA) durchgeführt und die 26 Mutationen des ATP7B-Gens generiert (siehe 
Abschnitt 2.3.1.). Zur PCR-Erfolgskontrolle wurde eine Agarosegelelektrophorese 
durchgeführt. Bei erfolgreicher Amplifikation war eine Bande auf Höhe von ca. 9,5kb 
zu sehen. Für alle 26 angestrebten Mutationen konnte durch die Mutagenese-PCR 

















Abb. 10: Agarosegelelektrophorese nach Mutagenese-PCR: 
Nach Durchführung der ortsgerichteten Mutagenese mittels PCR 
wurde als Erfolgskontrolle das PCR-Produkt auf ein 1%iges 
Agarosegel aufgetragen. Mit dieser Abbildung wird anhand der 
E1064K Mutante beispielhaft gezeigt, dass die Banden, wie 









Das PCR-Produkt wurde im „XL-1 Blue supercompetent cell“ E. coli Stamm 
der Firma Stratagene (San Diego, USA) amplifiziert. Um festzustellen, ob die 
Konstrukte die gewünschte Mutation enthielten und zum Ausschluss von Mutationen 
an anderer Stelle der cDNA, wurde das Fragment jeweils sequenziert. Anschließend 
erfolgte die Analyse der Nukleinsäuresequenzen mit Hilfe des frei zur Nutzung 
zugänglichen Computerprogramms BLAST® [Basic Local Alignment Search Tool; 
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] 
(siehe Abschnitt 2.3.4.).  
In allen 26 Fällen wurde die erforderliche Basensequenz einschließlich der 
angestrebten Mutation durch Sequenzierung nachgewiesen (siehe Abb. 11) und 










Abb. 11: Sequenzierung der cDNA: 
Mit dieser Abbildung wird anhand der 
Mutation 2519C>T (Mutation P840L) 
beispielhaft die erfolgreiche Muta-
genese gezeigt, welche durch Se-










3.1.2. Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA  
Die Proteinexpression mit dem Bac-to-Bac® Baculovirusexpressionssystem 
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) beruht auf der Infektion von Insektenzellen mit 
_____________________________Ergebnisse_____________________________ 
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rekombinanten Baculoviren. Zur Herstellung der gewünschten Proteine wurden die 
cDNA von ATP7B und die 26 Mutanten in das Baculovirusgenom (Bacmid) integriert. 
Das Bacmid liegt als ca. 130kb umfassendes Plasmid in E. coli DH10Bac vor. Bei der 
hier verwendeten Methode wurde das zu exprimierende Gen zunächst in einen 
Baculovirus-Transfervektor innerhalb eines mini-Tn7-Elements hinter einen Baculo-
virus-Promotor, üblicherweise den Polyhedrin-Promotor, eingefügt. Dann erfolgte 
eine ortsspezifische Transposition in das Baculovirusgenom, welches sich in E. coli-
Zellen reproduzierte. Nun konnten doppelsträngige DNA-Baculoviren hergestellt 
werden, die die Fähigkeit besitzen, spezifisch Insektenzellen zu infizieren. Die 
rekombinanten Viren wurden durch die Transformation von E. coli DH10Bac-Zellen 
mit dem rekombinanten Donorplasmid ATP7B-pFASTBAC1 erzeugt. Durch eine 
spezifische Transposition mit Hilfe des ebenfalls in E. coli DH10Bac vorliegenden 
Helferplasmides wird das Zielgen an eine definierte Position in die Virus-DNA 
(Bacmid) eingefügt. Die rekombinanten Bacmide wurden anschließend aus Klonen 
von transformierten E. coli DH10Bac isoliert. Da die rekombinante Bacmid-DNA eine 
Größe von mehr als 130kb aufweist, gestaltete sich in diesem Größenbereich eine 
Restriktionsanalyse schwierig. Aus diesem Grund wurde eine Kontroll-PCR Analyse 
mit den Primern M13 forward und M13 reverse für den Nachweis des gewünschten 
Gens im rekombinanten Bacmid durchgeführt. Als PCR-Erfolgskontrolle wurde 
anschließend eine Agarosegelelektrophorese durchgeführt. Bei erfolgreicher 
Amplifikation war eine Bande in Höhe von 6,7kb zu sehen (siehe Abb. 12).  
 
 
Abb. 12: Agarosegelelektrophorese nach Bacmid-PCR: 
Der E. coli-Stamm DH10Bac wurde mit ATP7B-pFastBac1 transformiert und auf diese Weise die einzelnen 
Bacmide generiert, welche jeweils die gewünschten Mutationen enthielten. Nach Durchführung einer speziellen 
Bacmid-PCR konnte das Vorhandensein des gewünschten Gens nachgewiesen werden. Das PCR-Produkt 
wurde auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, die Banden lagen bei etwa 6,7kb, wie in dieser Abbildung 
beispielhaft gezeigt wird. 
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3.1.3. Herstellung von Baculoviren durch Transfektion von Sf9-Zellen  
Durch Transfektion von Sf9-Zellen mit der Bacmid-DNA können replikations-
fähige Baculoviren hergestellt werden. Das genutzte System verwendet eine modifi-
zierte Form des Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV). Nach-
dem Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren infiziert wurden, konnte das Zielpro-
tein unter Kontrolle des Polyhedrin-Promotors stark überexprimiert werden. Zeitgleich 
wurden neue, rekombinante Viren gebildet, die im Anschluss für weitere Infektionen 
verwendet werden konnten (siehe Abschnitt 2.3.10.). Nach jeder Virusernte wurde 
der Titer des gewonnenen Virus mittels Endpunktbestimmung ermittelt, um bei den 
folgenden Infektionen eine definierte Menge an Virus einsetzen zu können (siehe 




Mutation Titer  Mutation Titer 
WT-Virus (mock) 1,00 x 1012 pfu/ml  M769V 2,42 x 109  pfu/ml 
ATP7B 1,79 x 1010 pfu/ml  P992L 2,97 x 109  pfu/ml 
R616W 3,01 x 1010 pfu/ml  H1069Q 1,08 x 109  pfu/ml 
P760L 3,10 x 109  pfu/ml  N1270S 3,73 x 109  pfu/ml 
D765N 8,28 x 109  pfu/ml  S1362F-fs 2,62 x 1010 pfu/ml 
 
Tabelle 14: Auswahl an Virentiter (mock = Leervektortransfektion) 
 
3.1.4. Infektion, Proteinexpression und Membranpräparation  
ATP7B und die generierten 26 Mutationen wurden in Sf9-Zellen überexpri-
miert. Zur Gewinnung von rekombinanten Baculoviren wurden Sf9-Zellen mit einer 
MOI von 0,5 und um die Proteinausbeute zu erhöhen mit einer MOI von 10 infiziert. 
Für die Proteinproduktion wurde eine Infektionsdauer von 3 Tagen gewählt. 












Abb. 13: Sf-9 Zellen vor und nach Infektion mit Baculoviren (Darstellung mit Umkehrmikroskop): 
Zur Gewinnung von rekombinanten Baculoviren wurden Sf9-Zellen mit einer MOI von 0,5 infiziert; um die Protein-
ausbeute zu erhöhen wurde anschließend eine MOI von 10 eingesetzt. Nach 3 Tagen zeigten die Sf9-Zellen 
bereits deutliche Zeichen der Virusinfektion: Die Zellzahl war stark reduziert, die Zellen selbst zeigten einen 
vergrößerten Zelldurchmesser und wiesen im Zellplasma granulierte Vesikel auf.  
Linkes Bild: Sf9-Zellen vor Infektion; rechtes Bild: 3 Tage nach Infektion mit Baculoviren  
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Nach 3 Tagen zeigten die Sf9-Zellen deutliche Zeichen der Virusinfektion. Durch 
Einstellung der Zellteilung war die Zellzahl reduziert. Die Zellen selbst hatten einen 




Abb. 14: Sf-9 Zellen vor und nach Infektion   
mit Baculoviren, dargestellt mit dem  Dia-
gramm des Casy-Zellzählgerätes (Schärfe-
System, Reutlingen): Die blaue Kurve zeigt die 
nicht infizierten Sf-9 Zellen; die schwarze 
Kurve zeigt Sf-9 Zellen 3 Tage nach Infektion 
mit Baculoviren. Man erkennt eine erhöhte An-
zahl an Zelltrümmern (linker Gipfel) und durch 
die Rechtsverschiebung der Kurve  den ver-




Nach der Infektion exprimieren die Zellen neben den Viruspartikeln auch das 
in den Polyhedrinlocus des Baculovirusgenoms eingebrachte Gen. In einer späten 
Phase der Virusreplikation wird der Polyhedrin-Promotor sehr stark aktiv, wodurch 
eine hohe Proteinausbeute gewährleistet ist. Da es sich um ein eukaryotes Zell-
system handelt, wird das exprimierte Protein posttranslational modifiziert und in die 
Membranen des Golgi-Apparates eingebaut. Um die katalytische Phosphorylierung 
testen zu können, wurde eine totale Membranfraktion mit darin angereichertem 
ATP7B aus den infizierten Zellen gewonnen. 
 
3.1.5. Proteindarstellung mittels Coomassie-Gel  
Nach der Infektion von Sf-9 Zellen mit Baculoviren und anschließender 
Präparation einer totalen Membranfraktion erfolgte die Untersuchung der Protein-
gemische zur Kontrolle der Proteinexpression mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteingemische wurden die 
Proteinbanden in den Gelen durch Coomassie® Blau-Färbung sichtbar gemacht 
(siehe Abschnitt 2.3.17.). Mit dieser Färbemethode ist es möglich, das gewünschte 
Protein schon bei einer Auftragsmenge von 10µg Proteingemisch nachzuweisen. Bei 
den Untersuchungen wurden jeweils 20µg Proteingemisch aufgetragen und 
anschließend elektrophoretisch aufgetrennt. Die folgende Abbildung 15 zeigt den 
quantitativen Nachweis der mutanten ATP7B-Proteine. Für alle generierten Mutanten 
und das Wildtyp-ATP7B wurde eine erfolgreiche Proteinexpression gezeigt, so dass 
alle Proteine in den Experimenten untersucht werden konnten. Die Abbildungen 
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Abb.15: Coomassie-Gele von WT-ATP7B, 25 Mutanten und der artifiziellen Mutante D1027A: ATP7B und 
seine Mutanten wurden in Sf9-Zellen überexprimiert und anschließend eine totale Membranfraktion aus infizierten 
Zellen gewonnen. Diese wurde mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteinbanden anschließend 
mit Coomassie® Blau angefärbt. Die Banden (mit Ausnahme des deletierten und daher etwas kleineren Protein 
S1362F-fs) lagen wie erwartet bei etwa 165kD. Mock: Negativkontrolle (Leervektortransfektion). 
_____________________________Ergebnisse_____________________________ 
 
- 46 - 
3.1.6. Proteindarstellung mittels Western-Blot 
Zum spezifischen Proteinnachweis von ATP7B bzw. seiner Mutanten wurden 
im weiteren Verlauf Western-Blots durchgeführt. Die nachfolgenden Abbildungen 16 
und 17 zeigen den qualitativen und semiquantitativen Nachweis der erfolgreich 
generierten ATP7B-Mutanten, welche eine vergleichbare Expression zum ATP7B-









Abb. 16: Western-Blots von WT-ATP7B und den Mutanten der MBD, TMD und A-Domäne: 
Nach Gewinnung einer totalen Membranfraktion aus mit Baculoviren infizierten Sf9-Zellen wurde das Protein-
gemisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Um ATP7B und die mutanten Proteine spezifisch nachweisen zu 
können, wurde ein Western-Blot mit einem monoklonalen Antikörper gegen ATP7B durchgeführt. Die Banden 















Abb. 17: Western-Blots von WT-ATP7B und den Mutanten der N-Domäne, P-Domäne, des C-terminalen 
Anteils des Proteins, des Loops zwischen TMD5 und TMD6, sowie der artifiziellen Mutante D1027A: 
Nach Gewinnung einer totalen Membranfraktion aus mit Baculoviren infizierten Sf9-Zellen wurde das Protein-
gemisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Um ATP7B und die mutanten Proteine spezifisch nachweisen zu 
können, wurde ein Western-Blot mit einem monoklonalen Antikörper gegen ATP7B durchgeführt. Die Banden 
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3.2. Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen von den ATP7B-Mutanten 
mittels Phosphorylierungsassay 
Für die katalytische Phosphorylierung von ATP7B und seinen Mutanten wurde 
ein Phosphorylierungsassay nach einem modifiziertem Protokoll von Tsivkovskii und 
Mitarbeitern (Tsivkovskii et al., 2002) verwendet (siehe Material und Methoden 
Abschnitt 2.3.20.). Hierbei wurden die Membranproteingemische mit dem radio-
aktiven Substrat ATP inkubiert. Während dieser Inkubationszeit wurde das radioaktiv 
markierte γ-Phosphat von ATP am Aspartatrest im DKTG-Motiv im Rahmen des 
katalytischen Zyklus gebunden. Anschließend wurde das Proteingemisch elektro-
phoretisch aufgetrennt. Nach Fixierung der Proteine und Trocknung der Gele kann 
das radioaktive ATP7B und seine Mutanten auf einer Entwicklerplatte sichtbar 
gemacht werden. Durch den Vergleich der phosphorylierten Banden der Mutanten 
mit dem Wildtyp-Protein kann auf die Phosphorylierungsaktivität geschlossen 
werden. Eine  Übersicht aller untersuchten Mutationen mit genauer Lokalisation im 
Gesamtprotein zeigt Abbildung 6. 
 
3.2.1. Mutationen der Metallbindungsdomäne (MBD) 
Die N-terminale Domäne (siehe Abb. 18) enthält sechs repetitive Metall-
bindungsmotive, welche jeweils ca. 70 Aminosäuren umfassen und das konservierte 
Sequenzmotiv Glycin-Methionin-x-Cystein-x-x-Cystein-(GMxCxxC-) beinhalten (x 
steht dabei für eine unspezifische Aminosäure). Des Weiteren bestehen die Metall-
bindungsmotive aus einem hydrophoben Kern, welcher durch hydrophobe Amino-
säurereste (meist Valin, Leucin, Isoleucin) gebildet wird. Dieser ist wichtig für die 
Erhaltung der Grundstruktur der metallbindenden Motive. Strukturelle Analysen 
haben gezeigt, dass die Oberfläche der MBD aus negativ und positiv geladenen 
Clusters besteht. Diese haben eine bedeutende Rolle in der Interaktion mit den im 
Zytosol befindlichen korrespondierenden, jedoch konträr geladenen Kupfercha-
peronen. Die metallbindenden Motive sind mit Aminosäuren unterschiedlicher Länge 
untereinander verbunden. Das Vorkommen langer Verbindungsstücke zeigt die 
Flexibilität in der Konformation der MBD, sowie die große Bedeutung der regula-
torischen Rolle der N-terminalen Domäne (Tsivkovskii et al., 2004). Untersuchungen 
mit der Methode der Röntgenabsorptionsspektroskopie haben gezeigt, dass die zwei 
Cysteinreste in den Metallbindungsmotiven als Hauptliganden für die Koordination 
des Kupfers während des Kupfertransportes dienen. Generell können insgesamt 6 
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Kupferionen (jeweils ein Kupferion pro MBD) gebunden werden (Huster and 










Abb. 18: Darstellung der Metallbindungsdomäne 
und Lage der untersuchten Mutanten: 
Am N-Terminus des ATP7B befinden sich 6 repetitive 
Metallbindungsmotive. Diese umfassen jeweils ca. 70 
Aminosäuren und beinhalten alle das konservierte 
Sequenzmotiv „GMxCxxC“. Die zwei Cysteinreste 
dienen wahrscheinlich als Hauptliganden für die 
Koordination von Kupfer. Während des katalytischen 
Zyklus wird dort Kupfer gebunden. Generell können 
insgesamt 6 Kupferionen, jeweils ein Kupferion pro 









Zunächst wurde die Phosphorylierungsaktivität der Mutanten G85V, L492S, 
R616W, G626A und M645R, allesamt in der Metallbindungsdomäne lokalisiert, mit 
Hilfe des Phosphorylierungsassays untersucht. Dabei zeigten sich in Relation zu 
dem Wildtyp-Protein unterschiedliche Aktivitätsgrade (siehe Abb. 19). Während die 
Mutanten G85V und L492S zu einer drastischen Senkung bzw. zum Ausfall der 
katalytischen Aktivität führten, wies G626A eine verminderte Phosphorylierungs-
aktivität auf. Die Mutanten R616W und M645R zeigten dahingegen eine Hyper-
phosphorylierung. Als Negativkontrolle diente die artifizielle Mutante D1027A. Bei 
dieser Mutante wurde der Aspartatrest, an welchem bei der katalytischen Phospho-
rylierung das γ-Phosphat des ATP bindet, ausgetauscht und somit inaktiviert 





Abb. 19: Phosphorylierungsassay von ATP7B und den Mutanten G85V, L492S, R616W, G626A und M645R 
in der Metallbindungsdomäne: Die Mutanten G85V, L492S und G626A zeigten einen Aktivitätsverlust bzw. eine 
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Verminderung der Aktivität und die Mutanten R616W und M645R eine erhöhte Phosphorylierungsaktivität 
gegenüber dem Wildtyp. Als Negativkontrolle diente die artifizielle Mutante D1027A (Repräsentatives Gel n=6). 
Die Daten der Quantifizierung (siehe Abb. 20) zeigten im Vergleich zum 
Wildtyp-Protein (100%) eine drastische Senkung der Aktivität der Mutante G85V 
(20,5%) und L492S (46,2%). Mit einer Aktivität unter 50% kann man von einem 
Funktionsausfall dieser Mutanten sprechen. Die Mutante G626A zeigte mit einer 
Aktivität von 83,7% einen verminderten Funktionsgrad. Im Gegensatz dazu waren 
die Mutanten R616W (222,4%) und M645R (198,1%) deutlich hyperphosphoryliert. 
 
Abb. 20: Darstellung der Quantifizierungsdaten der Mutanten G85V, L492S, R616W, G626A und M645R der 
Metallbindungsdomäne: Die Mutanten G85V, L492S und G626A führten zu einem Aktivitätsverlust bzw. eine 
Verminderung der Aktivität. Die Mutanten R616W und M645R wiesen hingegen eine erhöhte Phosphorylierungs-
aktivität gegenüber dem Wildtyp auf. 
 
3.2.2. Mutationen der Transmembrandomänen (TMD) 
Die Hauptrolle der Transmembrandomänen (siehe Abb. 21) ist, neben der 
Verankerung des Proteins in der Membran, die Bereitstellung eines hydrophilen 
Pfades durch die ansonsten hydrophobe Membran, um den Transport von Ionen zu 
ermöglichen. P1-Typ-ATPasen bestehen aus insgesamt 8 transmembranösen 
Bereichen (TMD1-TMD8), welche vorrangig Schwermetalle transportieren. Der 
bestimmende Faktor, welcher die Metallspezifität ausmacht, ist noch unzureichend 
verstanden. Die Transmembrandomänen 6 bis 8 weisen die größte Anzahl an 
konservierten Sequenzmotiven auf. Dabei ist die 6. und 7. TMD direkt mit der ATP-
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Phosphorylierung darstellt (siehe Abschnitt 3.2.4.). Die hohe Anzahl an konservierten 
Motiven in diesen Bereichen, sowie die Nähe zu dem ATP-bindenden Teil des 
Proteins, spiegelt möglicherweise dessen essentielle Rolle für den Metalltransport 
unter Benutzung der Energie aus der ATP-Hydrolyse wider. Die 6. 
Transmembrandomäne weist ein CPC-Motiv auf, welches in allen P1-Typ-ATPasen 
zu finden ist. Möglicherweise handelt es sich um die intramembranäre 
Kupferbindungsstelle. Interessanterweise findet kein Kupfertransport statt, wenn die 
Aminosäureabfolge durch eine Mutation verändert ist (Lowe et al., 2004). Diese 
Tatsache unterstützt die Vermutung, dass es sich bei diesem Motiv um einen 
essentiellen Bestandteil des Kupfertransportes durch Membranen handelt 









Abb. 21: Darstellung der Transmembrandomänen 
und Lage der untersuchten Mutanten: 
ATP7B besteht aus 8 transmembranösen Bereichen. 
Diese weisen hydrophile Eigenschaften auf und 
ermöglichen den Transport von Ionen durch die 
hydrophoben Membranen. Die 6. TMD weist ein 
CPC-Motiv auf. Dieses ist in allen P1-Typ-ATPasen 
zu finden und stellt im Falle von ATP7B 





















Die Mutanten G710S und S1362F-fs der Transmembrandomänen zeigten im 
Gegensatz zum Wildtyp-Protein eine verminderte Aktivität. Dabei führt die 
letztgenannte Mutante zu einem Abbruch der Proteinkette nach der 8. TMD. Durch 
das Fehlen des C-terminalen Anteils des Proteins ist dessen Funktion gestört. 
Überraschenderweise war die Aktivität jedoch nicht vollständig aufgehoben. Um den 
Funktionsausfall dieses Proteins zu erklären, müssen noch andere Funktions-
prinzipien berücksichtigt werden. Die Phosphorylierungsaktivität von P710L, D765N 
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Abb. 22: Phosphorylierungsassay von ATP7B und den Mutanten der Transmembrandomänen G710S, 
P760L, D765N, M769V und S1362F-fs: Die Mutanten G710S und S1362F-fs führten zu einer verminderten 
Aktivität und die Mutanten P760L, D765N und M769V zu einer erhöhten Phosphorylierungsaktivität gegenüber 







Die Quantifizierung (siehe Abb. 23) zeigte eine Aktivitätsminderung der 
Mutante G710S auf 67,5%. Die Mutante S1362F-fs, welche zu einem Abruch der 
Proteinkette nach der 8. Transmembrandomäne führt, zeigte mit einer Aktivität von 
54,9% keinen vollständigen Ausfall der katalytischen Aktivität. Die Mutanten P760L 
(159,3%), D765N (129,9%) und M769V (192%) zeigten keine Einschränkung in der 
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Abb. 23: Darstellung der Quantifizierungsdaten der Mutanten G710S, P760L, D765N, M769V und S1362F-fs 
der TMD: Die Mutanten G710S und S1362F-fs zeigten eine verminderte Aktivität und die Mutanten P760L, 
D765N und M769V eine deutlich erhöhte Phosphorylierungsaktivität gegenüber dem Wildtyp. 
3.2.3. Mutationen der A-(„actuator“)-Domäne und Loop zwischen TMD5 und TMD6 
Diese Domäne ist zwischen der 4. und 5. Transmembrandomäne lokalisiert 
und besteht aus etwa 120 Aminosäuren (siehe Abb. 24). Diese Sequenz ist in allen 
P1-Typ-ATPasen konserviert und beinhaltet das TGE-Motiv. Man nimmt an, dass 
dieser Bereich des Proteins, ähnlich der A-Domäne der Ca2+-ATPase, während des 
katalytischen Zyklus eine Rotationsbewegung ausführt und dadurch die Konfor-
mationsänderung vom Stadium E1 zu E2 herbeiführt (siehe Abb. 5). Mutationen in 
der A-Domäne des dem ATP7B verwandten Proteins ATP7A führen zu einer 
Hyperphosphorylierung nach Inkubation mit radioaktiv markiertem ATP (Petris et al., 
2002). Dies deutet darauf hin, dass die Konformationsänderung von E1P zu E2P und 
die nachfolgende Dephosphorylierung durch das Vorhandensein der Mutationen 









Abb. 24: Darstellung der A-Domäne, Loop 
zwischen TMD5 und TMD6 und Lage der unter-
suchten Mutanten: 
Zwischen der 4. und 5. Transmembrandomäne liegt 
die etwa 120 Aminosäuren umfassende A-Domäne 
(„actuator“-Domäne). Diese beinhaltet das TGE-
Motiv. Man nimmt an, dass dieser Bereich des 
Proteins, ähnlich der A-Domäne der Ca2+-ATPase, 
während des katalytischen Zyklus eine Rotations-
bewegung ausführt und dadurch die Konformations-








Im Bereich der A-Domäne waren die Mutanten P840L, I857T, A874V und 












Abb. 25: Phosphorylierungsassay von ATP7B und den Mutanten der A-Domäne P840L, I857T und A874V: 
Alle Mutanten zeigten eine Hyperphosphorylierung gegenüber dem Wildtyp. Als Negativkontrolle diente die 













Abb. 26: Phosphorylierungsassay von 
ATP7B und der Mutante R969Q im Loop 
zwischen TMD5 und TMD6: Es zeigte sich 
eine Hyperphosphorylierung gegenüber dem 
Wildtyp. Als Negativkontrolle diente die 





Bei der Quantifizierung zeigte sich eine deutliche Hyperphosphorylierung der 
Mutante P840L (293,4%), I857T (234,9%) und R969Q (293,4%) nach Inkubation mit 
radioaktiv markiertem ATP. Möglicherweise sind die Konformationsänderung von 
E1P zu E2P und die nachfolgende Dephosphorylierung bei diesen Mutanten gestört. 




Abb. 27: Darstellung der Quantifizierungsdaten der Mutanten P840L, I857T, A874V und R969Q der A-
Domäne und dem Loop zwischen TMD5 und TMD6: Alle Mutanten zeigten eine Hyperphosphorylierung 
gegenüber dem Wildtyp. 
 
3.2.4. Mutationen der Phosphorylierungsdomäne (P-Domäne) 
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Zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne befindet sich die ATP-
bindende Domäne (siehe Abb. 28). Dort ist ein Großteil hoch konservierter Sequenz-
motive lokalisiert, welche in vielen P-Typ-ATPasen zu finden sind. In Analogie zu der 
Kristallstruktur der Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums, welche bereits 
entschlüsselt wurde, zeigte sich, dass die ATP-bindende Domäne in zwei Sub-
domänen, die Nukleotidbindungsdomäne (N-Domäne) und die Phosphorylierungs-
domäne (P-Domäne) unterteilt ist (Toyoshima et al., 2000).  
Die P-Domäne wird aus dem N- und C-terminalen Anteil der ATP-bindenden 
Domäne gebildet (siehe Abb. 28). In dieser befindet sich die DKTG-Sequenz, ein 
hoch konserviertes Sequenzmotiv, welches einen invarianten Aspartatrest aufweist. 
Dieser wird während des katalytischen Zyklus phosphoryliert. Somit kann die Energie 
aus der ATP-Hydrolyse nutzbar gemacht werden. Gegenüber befindet sich das 
GDGxND-Motiv, welches aus über 100 Aminosäureresten besteht und wahrschein-
lich eine Bindungsstelle für ATP darstellt. Das dritte Motiv „TGDN“ befindet sich an 
der Verbindung zwischen der P- und N-Domäne. Es ist möglicherweise an der 






Abb. 28: Darstellung der P-Domäne und der 
untersuchten Mutanten: 
Zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne ist die 
ATP-bindende Domäne lokalisiert, in welcher 
mehrere Bereiche mit hoch konservierten 
Sequenzmotiven vorhanden sind. Diese ist in zwei 
Subdomänen unterteilt, die N-Domäne und die P-
Domäne. Einen essentiellen Bestandteil der P-
Domäne stellt die DKTG-Sequenz dar. Der dort 
lokalisierte invariante Aspartatrest wird während des 
katalytischen Zyklus phosphoryliert. Die Aminosäure 
D (Asparaginsäure) an der Stelle 1027 wurde bei der 




Die Phosphorylierungsaktivität der Mutanten in der P-Domäne zeigte ein 
heterogenes Bild. Während die Mutanten P992L und T1031S eine vergleichbare 
Aktivität bezüglich des Wildtyps aufwiesen, zeigten P1052L eine verminderte Aktivität 
und G1266R einen Aktivitätsverlust. Die Mutanten N1270S und P1273L waren 
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Abb. 29: Phosphorylierungsassay von ATP7B und den Mutanten der P-Domäne P992L, T1031S, P1052L, 
G1266R, N1270S und P1273L: Die Mutanten P992L und T1031S zeigten eine ähnliche Aktivität gegenüber dem 
Wildtyp, die Mutanten P1052L und G1266R einen Aktivitätsverlust bzw. -ausfall. Die Mutanten N1270S und 





Die Quantifizierung (siehe Abb. 30) zeigte bei den Mutanten P992L mit einer 
Aktivität von 116,4% und T1031S mit 123,2% eine ähnliche Phosphorylierungs-
aktivität im Vergleich zum Wildtyp. Die Mutante P1052L (81%) zeigte eine 
verminderte Aktivität. G1266R wies mit 26% einen fast vollständigen Aktivitätsverlust 







Abb. 30: Darstellung der Quantifizierungsdaten der Mutanten P992L, T1031S, P1052L, G1266R, N1270S 
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Wildtyp, die Mutanten P1052L und G1266R wiesen einen Aktivitätsverlust bzw. -ausfall auf. Die Mutanten 
N1270S und P1273L waren hyperphosphoryliert. 
3.2.5. Mutationen der Nukleotidbindungsdomäne (N-Domäne) 
Der zentrale Anteil der ATP-bindenden Domäne wird durch die N-Domäne 
gebildet (siehe Abb. 31). Das bedeutende Sequenzmotiv in diesem Bereich ist das 
SEHP-Motiv, welches in der Nähe des DKTG-Motivs lokalisiert ist. Es beinhaltet 
einen Histidinrest an der Stelle 1069, welcher wahrscheinlich direkt oder indirekt an 
der Koordination von ATP beteiligt ist und eine wichtige Rolle für die Funktion des 














Abb. 31: Darstellung der N-Domäne und der 
untersuchten Mutanten: 
Die N-Domäne stellt die zweite Subdomäne der ATP-
bindenden Domäne dar, welche zwischen der 6. und 
7. Transmembrandomäne lokalisiert ist. Diese weist 
das SEHP-Motiv auf, welches möglicherweise an der 




Die Mutanten E1064K, H1069Q und D1222V der N-Domäne zeigten eine 
drastische Senkung der Aktivität bzw. einen Aktivitätsverlust. Dahingegen wiesen die 




Abb. 32: Phosphorylierungsassay von ATP7B und den Mutanten der N-Domäne E1064K, H1069Q, L1083F, 
G1213V und D1222V: Die Mutanten E1064K, H1069Q und D1222V zeigten eine drastische Senkung der 
Aktivität bzw. einen Aktivitätsverlust. Die Mutanten L1083F und G1213V waren hyperphosphoryliert. Als 
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Die Quantifizierung (siehe Abb. 33) zeigte eine drastische Senkung der 
Aktivität bzw. einen Aktivitätsverlust der Mutanten E1064K (19,6%), H1069Q (67,3%) 
und D1222V (27,2%). Die Mutanten L1083F (148,2%) und G1213V (165,7%) wiesen 





Abb. 33: Darstellung der Quantifizierungsdaten der Mutanten E1064K, H1069Q, L1083F, G1213V und 
D1222V der N-Domäne: Die Mutanten E1064K, H1069Q und D1222V zeigten einen Aktivitätsverlust bzw.           
-ausfall. Die Mutanten L1083F und G1213V waren hyperphosphoryliert. 
 
3.2.6. ATP-abhängige Dephosphorylierung einzelner Mutanten 
Einige Mutanten zeigten in den Untersuchungen eine Hyperphosphorylierung. Man 
könnte annehmen, dass in diesem Fall ausschließlich die Konformationsänderung 
während des katalytischen Zyklus gestört ist. Diese These wurde in weiterführenden 
Experimenten untersucht. Wenn hyperphosphorylierte Mutanten mit „kaltem“ ATP 
inkubiert wurden, konnte trotzdem für alle untersuchten Mutanten eine partielle 
Dephosphorylierung gesehen werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 
die Mutanten mit erhöhter Phosphorylierungsaktivität alle Schritte des katalytischen 
Zyklus durchlaufen. Somit muss die Mutationswirkung nicht ausschließlich auf eine 
Einschränkung in der Dephosphorylierung, sondern auch auf einen anderen 
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Abb. 34: Darstellung der Dephosphorylierungsexperimente mit dazugehöriger Quantifizierung der 
Mutanten P840L, I857T und A874V. Alle hier untersuchten hyperphosphorylierten Mutanten von ATP7B konnten 







































Abb. 35: Darstellung der Dephosphorylierungsexperimente mit dazugehöriger Quantifizierung der 
Mutanten R969Q, N1270S und P1273L. Alle hier untersuchten hyperphosphorylierten Mutanten von ATP7B 
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3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Abb. 36: Zusammenfassende Darstellung der Quantifizierungsdaten von ATP7B Wildtyp-Protein und den getesteten Mutanten: Von den 25 untersuchten Mutanten führten zwei Mutanten 
(G85V, L492S) in der Kupferbindungsdomäne und vier Mutanten (E1064K, H1069Q, D1222V, G1266R) in der Nukleotidbindungs-/Phosphorylierungsdomäne zu einer drastischen Senkung bzw. 
Ausfall der katalytischen Aktivität des Proteins ATP7B. Einige Mutanten mit missense Mutationen zeigten im Vergleich zum Wildtyp-Protein eine verminderte Aktivität (G626A, G710S,  P1052L, 
S1362F-fs). Zum Wildtyp ähnliche Phosphorylierungsgrade wiesen die Mutanten D765N, P992L, T1031S und L1083F auf. Andere Mutanten (M645R, P760L, M769V, A874V, G1213V) wiesen eine 
erhöhte Phosphorylierungsaktivität auf. Weitere Mutanten wie R616W, P840L, I857T, R969Q sowie N1270S und P1273L waren hyperphosphoryliert. 
________________________________E
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4. Diskussion 
Bisher wurden mehr als 500 zu Morbus Wilson führende Mutationen be-
schrieben. Diese sind über das gesamte ATP7B-Gen verteilt, was zu der Annahme 
führt, dass die Funktion des Proteins auf verschiedene Art und Weise gestört werden 
kann. Die Mutationen könnten die Expression des Proteins, die Proteinfaltung, den 
Kupfertransport, die Proteinstabilität innerhalb der Zelle, die katalytische Phospho-
rylierung, die subzelluläre Lokalisation oder die kupferinduzierte Proteintranslokation 
(engl. „trafficking“) beeinflussen. Störungen dieser zellulären Prozesse haben eine 
negative Auswirkung auf die Kupferbalance des Organismus und führen zu Morbus 
Wilson. Gegenwärtig sind jedoch die spezifischen Auswirkungen der meisten 
Mutationen im ATP7B-Gen noch nicht ausreichend verstanden. In dieser Arbeit 
wurden zu Morbus Wilson führende Mutationen auf die Funktionalität der kataly-
tischen Phosphorylierung als möglichen Mutationsmechanismus untersucht. Dafür 
wurden mit Hilfe des Baculovirusexpressionssystems das Wildtyp-Protein ATP7B, 25 
patientenspezifische Mutanten und die artifizielle, d.h. beim Menschen noch nicht 
beobachtete, Mutante D1027A als Negativkontrolle hergestellt. Mittels Durchführung 
eines Phosphorylierungsassays nach einem modifizierten Protokoll von Tsivkovskii 
und Mitarbeitern (Tsivkovskii et al., 2002), wurden die Mutanten auf ihre Phospho-
rylierungsaktivität geprüft. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte missense 
Mutationen zu einem Ausfall der katalytischen Phosphorylierung und somit zu einem 
Funktionsausfall des Proteins für die Kupferbalance in der Leber führen.  
 
4.1. Katalytische Phosphorylierung von ATP7B im Baculovirussystem 
Aufgrund von Sequenzhomologien konnte das Protein ATP7B der Gruppe der 
P-Typ-ATPasen zugeordnet werden (Bull et al., 1993). Diese zeichnen sich dadurch 
aus, dass während des katalytischen Zyklus der invariante Aspartatrest, welcher sich 
im DKTG-Motiv befindet, durch das γ-Phosphat von ATP phosphoryliert wird. Unter 
dem Energieverbrauch, welcher aus der ATP-Hydrolyse resultiert, können Kationen 
gegen einen Gradienten durch die sonst für Ionen impermeablen biologischen 
Membranen transportiert werden. Der Austausch des Aspartatrestes an der Stelle 
1027 führt zu einem kompletten Ausfall der Phosphorylierungsaktivität.  
Ein häufig genutztes System zur Analyse von ATP7B sind Hefestämme, in 
welchen die orthologe kupfertransportierende ATPase CCC2 verändert wurde. 
Daraufhin wird die Kupferabgabe in das sekretorische Kompartiment unterbrochen 
_____________________________Diskussion_____________________________ 
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und die kupferabhängige Ferroxidase Fet 3 inaktiviert. Dies führt dazu, dass die 
Hefen auf eisendepletiertem Medium nicht mehr wachsen können. Das Vorhanden-
sein von ATP7B kann die Aktivität von Fet 3 bis zu einem gewissen Maß wieder 
herstellen (Hsi et al., 2008). Dieser Assay wurde speziell für Untersuchungen des 
Kupfertransportes von ATP7B entwickelt und erlaubt ein schnelles Screening von 
Mutanten. Jedoch stellt er eine indirekte Nachweismethode dar, welche die 
Charakterisierung von molekularen Mechanismen nicht ermöglicht. Für die Unter-
suchung der katalytischen Phosphorylierung war die Etablierung eines geeigneten 
Assay sehr schwierig. Durch die geringe endogene Expressionsrate und die mangel-
hafte Expressionsrate nach Transfektion von Säugetierzellen war es nicht möglich, 
ausreichende Mengen des benötigten Proteins herzustellen.  
Im Jahre 2002 exprimierten Tsivkovskii und Mitarbeiter ATP7B mit Hilfe des 
Baculovirusexpressionssystems in Sf9-Zellen. Dies erbrachte eine bis zu etwa 
400fach höhere Expressionsrate als in Säugetierzellen. Ein weiterer Vorzug dieses 
Systems liegt in der Möglichkeit des Baculovirus-Vektors, eine DNA von 100kbp und 
mehr aufzunehmen. Somit besteht die Möglichkeit, auch große Proteine herzustellen. 
Des Weiteren ist die leichte Fraktionierung der Zellmembranen vorteilhaft. Wenige 
Zentrifugationsschritte erlauben die problemlose Separation von endoplasmatischem 
Retikulum, dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran. 
Das Baculovirusexpressionssystem stellt ein eukaryotes System dar, welches für die 
Expression von eukaryoten, heterologen Genen genutzt wird. Im Gegensatz zu den 
prokaryoten Expressionssystemen ist davon auszugehen, dass die wichtigen 
Prozesse der posttranslationalen Modifizierung für die Bereitstellung biologisch 
aktiver Proteine in Baculovirus infizierten Insektenzellen stattfinden. Diese Prozesse 
umfassen u.a. die Phosphorylierung, Amidierung, Acetylierung und Proteolyse. Es 
wird jedoch vermutet, dass die hohe Expressionsrate im späten Stadium der 
Infektion mit einem Abfall der Effektivität der posttranslationalen Modifizierung 
einhergeht (O'Reilly, 1994). Es handelt sich bei dem in Sf9-Zellen exprimierten 
ATP7B zwar um ein humanes Protein, jedoch ist bekannt, dass möglicherweise nicht 
alle proteinprozessierenden Stoffwechselwege in Insektenzellen korrekt ausgeführt 
werden (Aeed and Elhammer, 1994). Aus diesem Grund sind die erhobenen Daten 
der proteinbiochemischen Untersuchungen von aus Insektenzellen gewonnenem 
ATP7B mit Unsicherheiten behaftet.  
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Wie oben beschrieben, bindet ATP7B an der Stelle 1027 ATP während des 
katalytischen Zyklus (siehe Abb. 38) und bildet als Zwischenprodukt Acylphosphat. 
Charakteristische Eigenschaften des Intermediates sind seine Kurzlebigkeit, seine 
Sensitivität gegenüber der Behandlung mit Hydroxylamin bei neutralem pH und die 
Reversibilität der Reaktion durch Zugabe von ADP. Untersuchungen von Tsivkovskii 
und Mitarbeitern zeigen, dass die katalytische Phosphorylierung ATP-abhängig ist 
und mit einer Kinetik von Km von 0,95 +/- 0,25µmol stattfindet. Die maximale 
Phosphorylierung ist in 3-4 min erreicht. Die Dephosphorylierung mit ADP findet mit 
einer Km vom 3,2 +/- 0,7µmol statt. Des Weiteren ist die katalytische Phospho-
rylierung kupferabhängig. Es sind jedoch nur Spuren dieses Metalls notwendig. Wird 
der spezifische Kupferchelator BCS hinzugefügt, wird die Phosphorylierung signifi-
kant gehemmt. Das in Sf9-Zellen exprimierte ATP7B zeigt somit funktionelle Charak-
teristika einer P-Typ ATPase. Die Vermutung aus der zuvor beschriebenen Sequenz-
homologie wurde bestätigt (Tsivkovskii et al., 2002). Für das in Insektenzellen 
exprimierte ATP7B ergaben sich keine Hinweise, dass die Transkriptions- und Trans-
lationsmechanismen der Insektenzellen die entscheidende Funktion des heterolog 
exprimierten Proteins verändern. Dieses Ergebnis unterstützt die Validität der bereits 
erfolgten proteinbiochemischen Untersuchungen von in Sf9-Zellen exprimiertem 
ATP7B. Die durch Baculoviren vermittelte Infektion von Sf9-Zellen erlaubte zum 
ersten Mal Messungen der katalytischen Eigenschaft von nativem, membran-
gebundenem ATP7B. Das Baculovirusexpressionssystem stellt eine schnelle und 
sichere Methode dar, um eine große Menge an ATP7B herzustellen und weiteren 
proteinbiochemischen Untersuchungen zuzuführen. 
 
4.2. Expression von ATP7B und seinen Mutanten 
Wie man in den Abbildungen der Western-Blots sehen kann, gibt es geringe 
Abweichungen in der Expression der einzelnen Mutanten (siehe Abb. 16 und 17). 
Diese Variation in der Expression können zum einen methodisch bedingt sein zum 
anderen jedoch auch als eigenständige Mutationswirkung zu verstehen sein. Weiter-
führende Untersuchungen haben gezeigt, dass trotz einer geringeren Expression, die 
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Abb. 37: Darstellung der Variation in der Expression der Mutanten L492S, P760L, T1031S, H1069Q, 
L1083F und G1213V und deren entsprechende Phosphorylierungsaktivität (mit freundlicher Genehmigung 






Die Arbeitsgruppe um Huster exprimierte die Mutanten L492S, P760L, 
T1031S, H1069Q, L1083F und G1213V unter identischen Bedingungen, 
quantifizierte diese und setzte sie anschließend in Relation zur Expression des 
Wildtyps. Danach wurden die Phosphorylierungsexperimente durchgeführt und diese 
Ergebnisse in Relation zu der Proteinexpression gesetzt. Es konnte beobachtet 
werden, dass signifikante Unterschiede in der katalytischen Aktivität unabhängig von 
der Proteinexpression auftraten. Aus diesen Beobachtungen wird geschlussfolgert, 
dass die beobachteten moderaten Unterschiede in der Expression nur eine geringe 
Relevanz für die Ergebnisse der Phosphorylierungsexperimente haben. 
 
4.3. Funktionelle Untersuchung der 25 ATP7B-Mutanten 
Bei der Erforschung der Pathogenese des Morbus Wilson kommt der Auf-
klärung der Mechanismen von humanen Mutationen eine besondere Rolle zu. Die 
Mutationen können sowohl strukturelle Eigenschaften als auch die komplexe Funk-
tion des ATP7B-Moleküls erheblich beeinflussen und somit zum Versagen seiner 
Rolle als Regulator der Kupferbalance führen. Nur wenige Studien beschäftigten sich 
mit der Charakterisierung von Mutationen bezüglich der katalytischen Aktivität. 
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Mit dem in Abschnitt 2.3.20 vorgestellten Phosphorylierungsassay (Tsivkovskii 
et al., 2002) steht ein geeignetes Werkzeug zur Verfügung, um eine größere Anzahl 
von Mutanten hinsichtlich der katalytischen Phosphorylierung zu testen. Außerdem 
wird postuliert, dass dieser Assay ebenso zur Unterscheidung zwischen echter Muta-
tion und funktionell unbedeutendem Genpolymorphismus geeignet ist. Mit diesem 
Verfahren wird die ATP-abhängige Phosphorylierung (rot markierter Abschnitt in Abb. 
38) während des katalytischen Zyklus (siehe Abschnitt 1.3.2.) untersucht.   
In der vorgelegten Arbeit wurden 25 Mutanten bezüglich der katalytischen 
Phosphorylierung geprüft. Generell findet man in jedem Abschnitt von ATP7B zu 
Morbus Wilson führende Mutationen. Dies verdeutlicht, dass wahrscheinlich alle 
Domänen in der Regulation, Aktivität und Stabilisierung des Proteins eine Rolle 
spielen. Wenn man die Gesamtheit der Mutationen betrachtet, befindet sich ein 
Großteil in der ATP-bindenden Domäne, der A-Domäne und in den Transmembran-
domänen. Diese Beobachtung stimmt mit der Annahme überein, dass diese drei 
Domänen eine Schlüsselrolle für die Proteinfunktion darstellen. In dieser Arbeit 
wurden auch Mutationen aus hoch konservierten Teilbereichen des Proteins mit 
einbezogen, da diese höchst wahrscheinlich einen Einfluss auf die katalytische 
Funktion von ATP7B haben. Mit der Erforschung dieser Mutationen wird ein 
wesentlicher Beitrag zur Untersuchung von ATP7B hinsichtlich seiner Funktions-
mechanismen geleistet. 
 
4.3.1. Mutationen der Metallbindungsdomäne (MBD) 
ATP7B ist eine kupfertransportierende P1-Typ-ATPase. Die N-terminale 
Metallbindungsdomäne mit sechs Kupferbindungsstellen (siehe Abb. 18) stellt ein 
charakteristisches Strukturmerkmal von ATP7B dar (Tsivkovskii et al., 2004). Die 
funktionelle Bedeutung dieser repetitiven Strukturen, welche aus 70 Aminosäuren 
bestehen, war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Es wurde gezeigt, dass 
Abb. 38: Katalytischer Zyklus der P1-Typ-
ATPase ATP7B [modifiziert nach (Tsivkovskii et 
al., 2004)]: Im Konformationszustand E1 erfolgen 
die ATP-abhängige Phosphorylierung (rot) und 
Kupferbindung. Diese katalytische Phosphorylie-
rung kann in einem Phosphorylierungsassay 
untersucht werden. Daraufhin erfolgen die Konfor-
mationsänderung zu E2 und anschließend die 
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Kupfer stöchiometrisch in reduzierter Form (Cu+) an die sechs konservierten 
Sequenzmotive GMxCxxC der MBD bindet (DiDonato et al., 1997, Lutsenko et al., 
1997). Dabei wird das Kupferion vorrangig durch die beiden Cysteinreste des 
Sequenzmotivs GMxCxxC koordiniert (Huster and Lutsenko, 2003). Des Weiteren ist 
bekannt, dass das Kupferion von Atox1, welches ein ähnlich konfiguriertes Sequenz-
motiv MxCxxC enthält, auf ATP7B übertragen wird. Dabei erfolgt eine spezifische 
Protein-Protein-Interaktion zwischen den positiv geladenen Cysteinresten von Atox1 
und den negativ geladenen Resten der Metallbindungsstellen (Walker et al., 2004). 
Speziell die MBS2 scheint vorrangig mit Atox1 in Kontakt zu treten. Indirekte Unter-
suchungen am Modell des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems unterstützen diese These  
(Larin et al., 1999). Es wird vermutet, dass die spezifische Interaktion von Atox1 mit 
ATP7B und die Kupferbindung an der metallbindenden Domäne 2 eine Veränderung 
in der Konformation des N-terminalen Anteils von ATP7B auslöst. Durch diese räum-
liche Veränderung ist es Atox1 möglich, an andere MBS zu binden und diese mit 
Kupfer zu beladen (Walker et al., 2004). Somit kann geschlussfolgert werden, dass 
die MBS2 als molekularer Schalter wirkt und die Kupferübertragung zur Interaktion 
von Atox1 mit anderen MBS führt. Die N-terminale Metallbindungsdomäne wirkt 
infolgedessen als Kupfersensor in der Zelle und ist des Weiteren an der Regulation 
der katalytischen Eigenschaft von ATP7B beteiligt. Tsivkovskii konnte die Interaktion 
der N-terminalen Domäne nach Kupferbindung mit der ATP-Bindungsdomäne bereits 
biochemisch nachweisen (Tsivkovskii et al., 2001). 
In dieser Arbeit wurden Mutanten aus dem Bereich der Metallbindungs-
domäne hinsichtlich der katalytischen Phosphorylierung untersucht. Die Mutante 
G85V, welche sich in der ersten MBS nahe dem hoch konservierten Sequenzmotiv 
GMxCxxC befindet, zeigte einen kompletten Ausfall der katalytischen Aktivität. Die 
Aminosäure Glycin an der Stelle 85 befindet sich dabei an der Oberfläche der MBD. 
Unter Benutzung des GST Pulldown Assay konnte die Arbeitsgruppe um Hamza und 
Gitlin zeigen, dass bei der Mutante G85V die Interaktion zwischen Atox1 und dem 
ATP7B-Protein gestört ist (Hamza et al., 1999). Aus diesem Grund führt der gestörte 
Mechanismus der Kupferbindung an der MBS1 zu einem Ausfall der kupfer-
abhängigen katalytischen Phosphorylierung. 
Es wurde gezeigt, dass die 5. und 6. MBS nicht an der Interaktion mit Atox1 
teilnehmen (Huster and Lutsenko, 2003). Möglicherweise sind beide Domänen der 
Oberfläche des Proteins abgewandt, so dass diese von Atox1 nicht erreicht werden 
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können. Vielmehr scheinen die beiden Domänen eine wichtige Rolle in der Regula-
tion der intramembranären Kupferbindungsstelle in der 6. Transmembrandomäne zu 
spielen. Untersuchungen ergaben, dass die MBS5 und 6 die Affinität der intra-
membranären Bindungsstelle für Kupfer regulieren. Im Umkehrschluss führen Muta-
tionen dieser Metallbindungsstellen zu einer verminderten Affinität für Kupfer an das 
CPC-Motiv. Die untersuchte Mutante L492S ist in der MBS5 lokalisiert (siehe Abb. 
18) und befindet sich nahe dem hoch konservierten Sequenzmotiv GMxCxxC. Die 
Aminosäure Leucin befindet sich an der Stelle 492 im Bereich des hydrophoben 
Kerns der MBS5. Tauscht man diese Aminosäure mit dem hydrophilen Serin aus, so 
hat dies möglicherweise einen Effekt auf die Stabilität und Faltung der fünften Metall-
bindungsstelle. Die Untersuchung im Phosphorylierungsassay zeigte einen kom-
pletten Ausfall der katalytischen Aktivität. Betrachtet man die mögliche regulatorische 
Rolle der 5. MBS hinsichtlich der intramembranären Kupferbindungsstelle, so führt 
eine Mutation dieser MBS und damit die fehlende Kupferbindung am CPC-Motiv zu 
einem Ausfall der kupferabhängigen katalytischen Phosphorylierung. Diese Aussage 
sollte durch weiterführende Untersuchungen mit Hilfe des Kupfertransportassays 
geprüft werden. 
Die Mutanten R616W, G626A und M645R befinden sich nach dem hoch 
konservierten Sequenzmotiv der 6. MBS im Verbindungsstück zur ersten Transmem-
brandomäne. Die Mutante G626A zeigte eine verminderte Aktivität der katalytischen 
Phosphorylierung, während die Mutanten R616W und M645R keinen Einfluss auf die 
katalytische Phosphorylierung zu haben schienen. Für die beiden letztgenannten 
Mutanten muss es einen anderen Mechanismus geben, der zur Erkrankung des 
Morbus Wilson führt. Möglicherweise ist die Ursache in einer Störung der Protein-
translokation (siehe Abschnitt 1.3.1.) zu finden. Dies sollte Bestandteil weiter-
führender Untersuchungen sein. 
 
4.3.2. Mutationen der Transmembrandomänen (TMD)  
P1-Typ-ATPasen sind aus acht transmembranären Segmenten aufgebaut, 
wobei sich vier der hydrophoben Segmente vor und vier nach dem TGE-Motiv 
befinden. Am C-terminalen Anteil nach der ATP-bindenden Domäne ist ein Segment 
lokalisiert (siehe Abb. 21). Diese transmembranäre Organisation wurde unter 
anderem mittels experimenteller Untersuchungen an der cadmiumtransportierenden 
ATPase von Helicobacter pylori bestätigt (Melchers et al., 1996). Strukturelle 
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Analysen haben ergeben, dass alle Transmembrandomänen polare Aminosäurereste 
besitzen, welche die räumliche Anordnung der TMD, wie in der Abb. 36 verdeutlicht, 
entscheidend beeinflussen. An zentraler Stelle ist wahrscheinlich die TMD6 
lokalisiert, welche von einem Bündel aus TMD3-5, TMD7 und TMD8 umringt wird 
(Tsivkovskii et al., 2004).  












Abb. 39: Darstellung einer möglichen räumlichen Anordnung der Transmembrandomänen: Die TMD 
besitzen polare Reste, welche die räumliche Anordnung entscheidend beeinflussen. An zentraler Stelle befindet 
sich wahrscheinlich die 6. TMD. Diese ist von einem Bündel aus TMD3-5, TMD7 und TMD8 umringt. (mit 






Insgesamt sechs der acht Transmembrandomänen (TMD3 bis 8) haben einen 
ähnlichen Aufbau im Vergleich zu anderen P-Typ-ATPasen, während die ersten 
beiden Transmembrandomänen spezielle strukturelle Eigenschaften besitzen. Diese 
sind direkt durch die TMD1 mit dem N-terminalen Anteil von ATP7B verbunden. 
Möglicherweise sind beide TMD wichtig für die Faltung des Proteins. Als strukturelle 
Besonderheit besitzt dieser Proteinanteil 2 Cysteinreste, welche sich an der Ober-
fläche der Membran befinden. Diese Position deutet möglicherweise auf deren 
Beteiligung an der Kupfertranslokation durch die Membran hin. Eine weitere 
Besonderheit stellt eine Anhäufung von Methioninresten an den luminalen Enden der 
ersten beiden Transmembrandomänen dar. Es wird vermutet, dass diese Amino-
säurereste an der Koordination von reduziertem Kupfer beteiligt sind. Das 
Vorhandensein solcher Aminosäurereste lässt die Vermutung aufkommen, dass 
diese Reste als „luminal gelegener Kupfersensor“ dienen und möglicherweise auch 
eine Kupferbindungsstelle beinhalten. Diese Bindung könnte auch Einfluss auf den 
Prozess der Proteintranslokation haben (Lutsenko et al., 2007b).  
Die untersuchte Mutante G710S ist in der TMD2 lokalisiert und zeigte eine 
verminderte Aktivität der katalytischen Phosphorylierung. Betrachtet man die 
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mögliche Rolle der 2. TMD hinsichtlich der Kupferkoordination, so führt diese 
Mutante logischerweise zu einem Ausfall der kupferabhängigen katalytischen Phos-
phorylierung. Die Mutanten P760L, D765N und M769V befinden sich in der 4. Trans-
membrandomäne. Diese haben keinen Einfluss auf die katalytische Phosphory-
lierung von ATP7B. Somit muss ein anderer Mutationsmechanismus vorliegen, der 
zum Funktionsverlust von ATP7B führt. 
Das hohe Maß an konservierten Sequenzmotiven und die Nähe zur ATP-
bindenden Domäne untermauert die essentielle Rolle der 6. bis 8. Transmembran-
domäne für den Kupfertransport. Im 6. transmembranären Anteil des Proteins 
befindet sich das hoch konservierte Sequenzmotiv „CPC“, welches wahrscheinlich 
die intramembranäre Kupferbindungsstelle darstellt und eine bedeutende Rolle 
bezüglich der Kupferkoordination während dessen Translokation durch die Membran 
hat. In Übereinstimmung mit dieser These führen Mutationen der Aminosäuren 
dieses Motivs zu einem Ausfall des Kupfertransportes (Tsivkovskii et al., 2004). In 
Analogie zu anderen P-Typ-ATPasen wird angenommen, dass die Bindung von 
Kupfer an dieser Stelle essentiell für die kupferabhängige katalytische 
Phosphorylierung von ATP7B durch ATP ist. Im Umkehrschluss führen Mutationen 
des CPC-Motivs zum Ausfall der katalytischen Aktivität von ATP7B (Cater et al., 
2007, Lowe et al., 2004). 
Der C-terminale Anteil von ATP7B besteht aus ca. 100 Aminosäuren. Dieser 
Teil ist wahrscheinlich für die Proteinstabilität und für die intrazelluläre Lokalisation 
von ATP7B notwendig. Untersuchungen von Cater und Kollegen (Cater et al., 2006) 
zeigten, dass das Dileucin-Motiv, welches sich im C-terminalen Anteil befindet, eine 
bedeutende Rolle für die Lokalisation von ATP7B im trans-Golgi-Apparat hat und 
demnach ein wichtiger Bestandteil im Prozess der Proteintranslokation ist (Bartee 
and Lutsenko, 2007). Es wurde gezeigt, dass Mutationen, welche aus einer Deletion 
am C-terminalen Anteil resultieren, die Proteinstabilität stark beeinflussen. Unter-
suchungen von Hsi und Kollegen zeigten, dass ATP7B seine Aktivität auf Niveau des 
Wildtyps halten kann, wenn 60 Aminosäuren am C-terminalen Teil fehlen und nur 
noch ein Drittel des COOH Terminus vorhanden ist (Hsi et al., 2004). Bei der 
Mutante S1362F-fs bricht die Proteinkette in der 8. Transmembrandomäne ab. Es 
fehlt der gesamte C-terminale Teil, was die Proteinstabilität stört und so zu einem 
Funktionsausfall von ATP7B bei dieser Mutante führt. Bezüglich der katalytischen 
Phosphorylierung zeigten unsere Untersuchungen jedoch, dass eine verminderte 
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Aktivität vorliegt. Somit muss dieser Proteinabschnitt auch einen Einfluss auf die 
Phosphorylierung von ATP7B haben. Erklärbar wäre dies möglicherweise durch die 
räumliche Nähe zu der ATP-bindenden Domäne. 
 
4.3.3. Mutationen der A-(„actuator“)-Domäne und Loop zwischen TMD5 und TMD6 
Die „actuator“-Domäne (A-Domäne) umfasst ca. 120 Aminosäuren und ist 
zwischen der 4. und 5. Transmembrandomäne lokalisiert (siehe Abb. 24). Charakte-
ristisch für diese Domäne ist das hoch konservierte Sequenzmotiv TGE, welches 
wahrscheinlich essentiell für die enzymatische Funktion dieser P1-Typ ATPase ist. 
Wie auch im Namen des Motivs zum Ausdruck kommt (engl. „actuator“ = „Regler“) 
scheint die A-Domäne eine regulierende Funktion auszuüben. Strukturelle Analysen 
haben gezeigt, dass diese Domäne im Aufbau der A-Domäne der Ca2+-ATPase des 
sarkoplasmatischen Retikulums ähnelt (Toyoshima et al., 2000). Dabei ist der 
Glutaminsäurerest im TGE-Motiv der Ca2+-ATPase für den Schritt der Dephospho-
rylierung des phosphorylierten Zwischenproduktes während des katalytischen Zyklus 
notwendig (Lutsenko et al., 2007a).  
Der Arbeitsgruppe um Banci et al. ist es kürzlich gelungen, mit dem Verfahren 
der Kernspinresonanzspektroskopie strukturelle Eigenschaften der A-Domäne von 
ATP7B und dem verwandten Protein ATP7A, welches Auslöser der Menkes-
Erkrankung ist, zu entschlüsseln. Es konnte gezeigt werden, dass das TGE-Motiv in 
Relation zu dem restlichen Anteil der A-Domäne, räumlich betrachtet, etwas hervor-
steht und wahrscheinlich dadurch in der Lage ist, mit dem phosphorylierten Motiv der 
ATP-bindenden Domäne in Interaktion zu treten (Banci et al., 2009). Man nimmt an, 
dass dieser Bereich des Proteins während des katalytischen Zyklus über diesen 
Mechanismus eine Rotationsbewegung ausführt und dadurch die Konformations-
änderung vom Stadium E1 zu E2 und die darauf folgende Dephosphorylierung 
hervorruft. In Übereinstimmung mit diesem Mechanismus resultieren Mutationen im 
TGE-Motiv (z.B. TGE > AAA in ATP7A) nach Inkubation mit ATP in einem hyper-
phosphorylierten Protein (Lutsenko et al., 2007a). Dies suggeriert, dass der Wechsel 
vom Konformationsstadium E1 zu E2 und die darauf folgende Dephosphorylierung 
des Proteins durch Mutationen blockiert werden kann (Tsivkovskii et al., 2004). Mit 
Ausnahme des invarianten TGE-Motivs hat die Primärstruktur der A-Domäne von 
kupfertransportierenden ATPasen eine große Ähnlichkeit zu anderen P1-Typ-
ATPasen (Lutsenko et al., 2007a). Aus diesem Grund scheinen Erkenntnisse, welche 
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aus Untersuchungen von ATP7A resultieren, weitgehend auf das nahe verwandte 
Protein ATP7B übertragbar zu sein. 
Die untersuchten Mutanten P840L, I857Tund A874V sind innerhalb der A-
Domäne lokalisiert und wiesen eine erhöhte Phosphorylierungsaktivität bzw. eine 
Hyperphosphorylierung im Vergleich zum Wildtyp auf (siehe Abb. 25). Dabei befindet 
sich P840L insgesamt 18 Aminosäuren und die Mutante I857T eine Aminosäure vor 
dem TGE-Motiv (siehe Abb. 24). Beide Mutanten führen zu einer Hyperphosphory-
lierung des Proteins. Hier scheint die Interaktion der A-Domäne mit dem phospho-
rylierten Motiv der ATP-bindenden Domäne gestört zu sein. Die Mutante A874V, 
welche sich 14 Aminosäuren nach dem TGE-Motiv befindet (siehe Abb. 24), resultiert 
ebenfalls in einer erhöhten Phosphorylierungsaktivität von ATP7B. Möglicherweise 
hat diese Mutante einen Effekt auf die Kommunikation innerhalb der A-Domäne (in 
Analogie zu der Mutante L873A in ATP7A) oder führt zu Veränderungen der Struktur 
(vergleichbar mit der Mutante G860V in ATP7A) (Banci et al., 2009). Im Loop 
zwischen TMD5 und TMD6 befindet sich die Mutante R969Q. Im Vergleich zum 
Wildtyp zeigte sich in den durchgeführten Phosphorylierungsassays eine Hyperphos-
phorylierung. Möglicherweise ist diese Aminosäurenfolge in den Prozess der 
Dephosphorylierung involviert. Mutationen in der A-Domäne führen somit nach den 
hier vorgelegten Untersuchungsergebnissen, durch die Störung der Dephospho-
rylierung während des katalytischen Zyklus, zu einem Funktionsausfall von ATP7B. 
 
4.3.4. Mutationen der Phosphorylierungsdomäne (P-Domäne) 
Die ATP-bindende Domäne ist zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne 
lokalisiert und beinhaltet den Hauptteil an hoch konservierten Sequenzmotiven. Der 
Aufbau von kupfertransportierenden ATPasen ist höchstwahrscheinlich ähnlich dem 
anderer P-Typ-ATPasen, wie z.B. der Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retiku-
lums. Deren Kristallstruktur wurde bereits entschlüsselt (Toyoshima et al., 2000) und 
zeigt, dass die ATP-bindende Domäne in 2 Subdomänen unterteilt ist: in die Phos-
phorylierungsdomäne (P-Domäne) und die Nukleotidbindungsdomäne (N-Domäne).  
Die P-Domäne von kupfertransportierenden ATPasen hat keine kontinuierliche 
Sequenz, sondern besteht aus einem N- und C-terminalen Teil der ATP-bindenden 
Domäne (siehe Abb. 28). Sie enthält für P-Typ-ATPasen charakteristische, hoch 
konservierte Sequenzmotive. Da eine bis zu 30%ige Übereinstimmung mit der 
Sequenz der korrespondierenden Domäne der Ca2+-ATPase vorliegt, ist die 
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entschlüsselte Kristallstruktur der Ca2+-ATPase (Toyoshima et al., 2000) teilweise auf 
die P-Domäne von ATP7B übertragbar. Dies ist sehr hilfreich, um die Lokalisation 
und räumliche Anordnung der hoch konservierten Sequenzmotive ausfindig zu 
machen und Rückschlüsse auf deren Funktion ziehen zu können. Ein besonderes 
Motiv stellt die DKTG-Sequenz dar. Der invariante Aspartatrest in dieser Amino-
säurenabfolge wird während des katalytischen Zyklus phosphoryliert. Etwa 100 
Aminosäuren entfernt befindet sich das GDGxND-Motiv. Untersuchungen an 
anderen P-Typ ATPasen (z.B. der Na+/K+-ATPase) haben gezeigt, dass diese 
Sequenz möglicherweise an der Koordination von Mg2+ aus dem Mg2+-ATP-Komplex 
beteiligt ist (Jorgensen et al., 2001). Aufgrund der räumlichen Nähe zu dem DKTG-
Motiv sind beide Sequenzen eventuell an der Bindung von ATP und der Phospho-
rylierung der Domäne beteiligt. Das TGDN-Motiv befindet sich nahe dem Übergang 
von der  P- zur N-Domäne. Diese Sequenz ist wahrscheinlich durch die Transloka-
tion von Ionen an der Konformationsänderung während des katalytischen Zyklus und 
an der Koordination von ATP beteiligt (Tsivkovskii et al., 2004).  
Die in dieser Arbeit untersuchten Mutanten P992L, T1031S, P1052L, G1266R, 
N1270S und P1273L, welche der P-Domäne zuzuordnen sind, zeigten bezüglich der 
Phosphorylierungsaktivität ein heterogenes Bild. Die Mutanten P992L und T1031S 
zeigten im Vergleich zum Wildtyp einen ähnlichen Phosphorylierungsgrad. Aus 
diesem Grund muss die Fehlfunktion dieser ATP7B-Mutanten auf einem anderen 
Mechanismus beruhen. Die Mutante P992L liegt unmittelbar hinter der sechsten 
Transmembrandomäne, in welcher die intramembranäre Kupferbindungsstelle (CPC-
Motiv) lokalisiert ist. Möglicherweise nimmt sie Einfluss auf die Kupferbindung und 
den Kupfertransport und führt somit zu einem Ausfall von ATP7B. Die katalytische 
Phosphorylierung scheint bei der Mutante T1031S intakt zu sein. Diese Tatsache 
erstaunt, da eine erhebliche räumliche Nähe zum Aspartatrest an der Stelle 1027 
besteht, welcher während des katalytischen Zyklus phosphoryliert wird. Einer 
Leipziger Arbeitsgruppe gelang der direkte Nachweis des Transportes von Kupfer mit 
Etablierung eines Kupfertransportassays (Toth, 2008). Die damit durchgeführte 
Untersuchung des Kupfertransportes der Mutante T1031S zeigte, dass diese nicht in 
der Lage ist, Kupfer zu transportieren und aus diesem Grund zu einem 
Funktionsausfall von ATP7B führt. 
Die Mutante P1052L liegt 10 Aminosäuren vor Beginn der N-Domäne. Diese 
wies eine verminderte Phosphorylierungsaktivität auf. Die Mutante G1266R zeigte 
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einen kompletten Aktivitätsverlust. Der Glycinrest dieser Mutation ist Bestandteil der 
konservierten Sequenz „GDGxND“. Es ist sehr wahrscheinlich, dass Mutationen im 
Bereich hoch konservierter Sequenzmotive die katalytische Funktion von P-Typ- 
ATPasen stark beeinträchtigen (Tsivkovskii et al., 2004). Die Mutanten N1270S und 
P1273L waren hingegen hyperphosphoryliert. Beide befinden sich ebenfalls in bzw. 
in der Nähe der hoch konservierten Sequenz „GDGxND“. Möglicherweise haben 
beide Mutanten einen Einfluss auf den Prozess der Dephosphorylierung während 
des katalytischen Zyklus und führen somit zu einem Funktionsausfall von ATP7B. 
 
4.3.5. Mutationen der Nukleotidbindungsdomäne (N-Domäne) 
Den zentralen Anteil der ATP-bindenden Domäne bildet die N-Domäne (siehe 
Abb. 31). Das bedeutende Motiv dieser Domäne stellt die SxHP-Sequenz dar, 
welche sich ca. 15-20 Aminosäuren nach dem DKTG-Motiv befindet. Der Histidinrest 
an der Stelle 1069 ist ein invarianter Aminosäurerest, der wahrscheinlich direkt oder 
indirekt an der Koordination von ATP beteiligt ist und die Proteinfunktion und 
-stabilität entscheidend beeinflusst. Etwa 10-15 Aminosäuren hinter der SxHP-
Sequenz befindet sich das GxG-Motiv, welches von einem einzelnen invarianten 
Glycinrest gefolgt wird. Der Abstand zwischen dem GxG-Motiv und dem Glycinrest 
beträgt bei ATP7B ungefähr 30-40 Aminosäuren. Möglicherweise ist dieser 
Sequenzabschnitt an der Interaktion mit anderen Regionen von ATP7B oder gar 
anderen Proteinen beteiligt (Tsivkovskii et al., 2004). 
Die Funktion der N-Domäne besteht in der Koordination des Adeninrestes von 
ATP und ADP während des katalytischen Zyklus. Für P2-Typ-ATPasen konnten 
einige Aminosäurereste identifiziert werden, welche eine wichtige Rolle in der 
Koordination von ATP spielen. Interessanterweise sind diese Reste jedoch nicht in 
allen N-Domänen von kupfertransportierenden ATPasen konserviert, was darauf 
hinweist, dass sich die biochemischen Abläufe der ATP-Bindung in den verschie-
denen P-Typ-ATPasen unterscheiden (Tsivkovskii et al., 2004). Die räumliche 
Anordnung der N-Domäne wurde kürzlich mit dem Verfahren der Kernspinresonanz-
spektroskopie entschlüsselt (Lutsenko et al., 2007a, Dmitriev et al., 2006). Es 
konnten mehrere invariante Aminosäurereste dargestellt werden. In ATP7B gehören 
zu diesen hoch konservierten Aminosäuren: E1064, H1069, G1099, G1101, G1149 
und N1150 (Bartee and Lutsenko, 2007). Untersuchungen zeigten, dass alle 
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invarianten Reste im Bereich der ATP-Bindungsstelle lokalisiert und demnach an 












Abb. 40: Räumliche Darstellung der ATP-bindenden Domäne 
von ATP7B: Die NMR-Struktur der N-Domäne ist blau, die der P-
Domäne grau dargestellt. Die invarianten Aminosäurereste sind als 
Kugeln gekennzeichnet. Das gebundene ATP-Molekül ist grün 
markiert. Das bedeutende Motiv der P-Typ-ATPasen (DKTG) ist 
innerhalb der P-Domäne benannt. (mit freundlicher Genehmigung 




Die untersuchten Mutanten E1064K, H1069Q und D1222V der N-Domäne 
zeigten einen drastischen Abfall der Phosphorylierungsaktivität. Hierbei ist auffällig, 
dass die Mutante H1069Q mit einer Aktivität von 67,3%, im Gegensatz zu den 
Ergebnissen anderer Forschungsgruppen, einen höheren Phosphorylierungsgrad 
aufwies (Tsivkovskii et al., 2003, Morgan et al., 2004). Generell zeigte sich jedoch im 
Vergleich zum Wildtyp-Protein eine verminderte Aktivität. Ursache für die 
verschiedenen Ergebnisse ist möglicherweise eine vorhandene Restphosphory-
lierung unspezifischer Proteinkinasen, die eventuell auch für die Restschwärzung bei 
der Negativkontrolle D1027A verantwortlich sind. 
Alle drei oben genannten Mutanten sind Bestandteil hoch konservierter 
Sequenzmotive: Die konservierte Glutaminsäure an der Stelle 1064, Histidin an der 
Stelle 1069 in der SxHP-Sequenz und die Asparaginsäure an der Stelle 1222 im 
Bereich des TGDN-Motiv, welches sich am Übergang der N- zur P-Domäne befindet. 
Dass Mutationen, welche sich im Bereich hoch konservierter Sequenzmotive 
befinden, die katalytische Funktion von P-Typ-ATPasen stark beeinträchtigen, ist 
sehr wahrscheinlich (Tsivkovskii et al., 2004).  
Dahingegen wiesen die Mutanten L1083F und G1213V eine höhere Phospho-
rylierungsaktivität auf. Beide Mutanten befinden sich jeweils an den beiden äußeren 
Enden der N-Domäne. Wenn die katalytische Phosphorylierung nicht beeinträchtigt  
ist, muss ein anderer Mechanismus zu einem Ausfall von ATP7B führen. Die Mutante 
L1083F befindet sich in unmittelbarer Nähe zu dem GxG-Motiv. Dieser Sequenz-
abschnitt ist eventuell an der Interaktion mit anderen Proteinabschnitten beteiligt. 
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Möglicherweise spielt er eine Rolle bei der Dephosphorylierung. Vermutlich ist die 
erhöhte Phosphorylierungsaktivität auf diese Interaktion zurückzuführen und der 
Funktionsausfall dieser Mutante damit erklärbar. Für die Mutante G1213V muss es 
einen anderen Mechanismus geben, der zur Erkrankung des Morbus Wilson führt. 
Dies sollte Bestandteil weiterführender Untersuchungen sein. 
 
4.4. Bedeutung der Untersuchungen und Ausblick 
4.4.1. Pathogenetische Bedeutung neu entdeckter Mutationen im ATP7B-Gen 
hinsichtlich der Genotyp-Phänotyp-Korrelation 
Das Baculovirusexpressionssystem bietet eine einfache und sichere Methode,  
das Protein ATP7B ohne Beeinträchtigung seiner Funktion zu exprimieren. In der 
vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe eines Phosphorylierungsassays, nach einem 
modifizierten Protokoll von Tsivkovskii und Mitarbeitern (Tsivkovskii et al., 2002), 
Mutationen im ATP7B-Gen auf ihre katalytische Phosphorylierungsaktivität 
untersucht. 
Bisher wurden über 500 Mutationen beschrieben. Jährlich werden neue 
Veränderungen im ATP7B-Gen gefunden, deren pathogenetische Bedeutung nicht 
immer klar ersichtlich ist. Die Vielzahl an Mutationen, große klinische Variabilität und 
unterschiedliche Ausprägung der Symptome führen zu einer schwer überprüfbaren 
Genotyp-Phänotyp-Korrelation. Für die meisten der bisher identifizierten Mutationen 
konnte bis heute keine eindeutige Genotyp-Phänotyp-Korrelation gefunden werden 
(Panagiotakaki et al., 2004, Stapelbroek et al., 2004).  Es besteht die Möglichkeit, 
dass es sich bei einigen der bekannten Mutationen lediglich um Variationen der 
Basensequenz des Wildtypallels handelt. Es kann sich damit einerseits um einen 
auch bei Gesunden vorkommenden Genpolymorphismus oder aber um eine 
krankmachende Mutation handeln (Caca et al., 2001; Forbes and Cox, 1998). Mit 
Hilfe dieses Phosphorylierungsassays lassen sich neu entdeckte Mutationen 
dahingehend untersuchen, ob sie eine Auswirkung auf die katalytische Phospho-
rylierung von ATP7B haben und somit zum klinischen Bild des Morbus Wilson 
führen. Bei fehlender oder zu starker Phosphorylierung ist somit ein Funktionsverlust 
wahrscheinlich und die Mutation führt zum Krankheitsbild. Ist der Phosphorylierungs-
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4.4.2. Untersuchung funktioneller Domänen von ATP7B 
ATP7B gehört zur Gruppe der P1-Typ-ATPasen. Zwar ist die Primär- und 
Sekundärstruktur dieser Proteine weitestgehend aufgeklärt, jedoch ist die Funktion 
einiger hoch konservierter Sequenzmotive bisher noch nicht ausreichend charakte-
risiert. Um deren Funktion zu untersuchen, könnte man hier auch mittels orts-
gerichteter Mutagenese gezielt Mutationen einbringen und diese auf ihre katalytische 
Phosphorylierungsaktivität testen.  
Dazu gehört beispielsweise das CPC-Sequenzmotiv innerhalb der 6. Trans-
membrandomäne. Es wird angenommen, dass es sich hier um eine innerhalb der 
Membran liegende Kupferbindungsstelle handelt, die Teil des in der Membran 
liegenden Ionenkanals ist und somit essentiell für den Transport sein könnte (Bissig 
et al., 2001). Es ist also zu erwarten, dass Mutationen an dieser Stelle die Transport-
fähigkeit von ATP7B beeinträchtigen. Ob jedoch auch die katalytische Phospho-
rylierung eingeschränkt ist, bleibt Bestandteil weiterer Untersuchungen. 
Ein anderes Beispiel ist das in der A-Domäne von ATP7B liegende TGE-
Sequenzmotiv. Mit dem Verfahren der Kernspinresonanzspektroskopie ist es der 
Arbeitsgruppe um Banci gelungen, strukturelle Eigenschaften der A-Domäne von 
ATP7B und dem verwandten Protein ATP7A zu entschlüsseln. Es konnte gezeigt 
werden, dass das TGE-Motiv, in Relation zu dem restlichen Anteil der A-Domäne, 
räumlich betrachtet etwas hervorsteht und wahrscheinlich dadurch in der Lage ist, 
mit dem phosphorylierten Motiv der ATP-bindenden Domäne in Interaktion zu treten 
(Banci et al., 2009). Man nimmt an, dass dieser Bereich des Proteins während des 
katalytischen Zyklus über diesen Mechanismus eine Rotationsbewegung ausführt 
und dadurch die Konformationsänderung vom Stadium E1 zu E2 und die darauf 
folgende Dephosphorylierung bewerkstelligt. In Übereinstimmung mit diesem 
Mechanismus resultieren Mutationen im TGE-Motiv (z.B. TGE > AAA in ATP7A) 
nach Inkubation mit ATP in einem hyperphosphorylierten Protein (Lutsenko et al., 
2007a). Somit liegt nahe, dass als neuer Mechanismus der Mutationswirkung die 
Hyperphosphorylierung fungiert. Weiterführende Experimente könnten diese 
Hypothese untermauern. Neben der Entdeckung neuer Mutationsmechanismen 
geben die Ergebnisse der Untersuchung von Mutanten auch indirekte Hinweise auf 
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4.4.3. Offene Fragen 
Obwohl seit der Entdeckung der menschlichen Kupfertransporter ATP7A und 
ATP7B viel zur Aufklärung ihrer Struktur und Funktion beigetragen werden konnte, 
bleiben noch einige Fragen offen. Der Gehalt freien Kupfers innerhalb der Zelle ist 
sehr gering, Kupfer wird im Zellplasma an Chaperone gebunden und von dort auf 
ATP7B übertragen (Larin et al., 1999). Es ist jedoch unklar, wie Kupfer nach dem 
Transport durch die Membranen des Golgi-Apparats wieder freigesetzt wird. Denkbar 
wäre, dass dies durch eine Konformationsänderung des Transporters ermöglicht wird 
oder, dass ein Akzeptorprotein im Lumen des Golgi-Apparats existiert.  
ATP7B bindet je sechs Kupferatome (DiDonato et al., 2000). Es ist allerdings unklar, 
wie viele Kupferatome pro ATP-Molekül transportiert werden und ob ein Ion existiert, 
das im Austausch mit Kupfer transportiert wird. Es könnte sich hierbei um ein 
Wasserstoffion handeln, denn um das elektrostatische Gleichgewicht zu erhalten ist 
es notwendig, dass ein anderes Kation in Gegenrichtung zum Kupfer durch die 
Membran transportiert wird. In der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass in den 
Phosphorylierungsexperimenten an überexprimierten Mutanten von ATP7B, nicht 
alle Mutanten ein von der Norm abweichendes Ergebnis liefern. Neben Fehlloka-
lisation, gestörter Transportfunktion sowie Hypo- und Hyperphosphorylierung muss 
es offensichtlich weitere Mutationsmechanismen geben, die es zu entschlüsseln gilt. 
Zur Klärung dieser wichtigen wissenschaftlichen Fragen mit grundlagenwissen-
schaftlicher und klinischer Bedeutung sind weitere eingehende proteinbiochemische 
Untersuchungen notwendig, die zu Verbesserungen in der Diagnostik und Therapie 
des Morbus Wilson beitragen können. 
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Kupfer ist als Co-Faktor vieler Enzyme für grundlegende zelluläre Funktionen 
von großer Bedeutung. Aufgrund seines Redoxpotentials birgt es jedoch die Gefahr 
der Bildung freier Radikale, welche zu schwerwiegenden Beeinträchtigungen der 
Zellfunktion und -integrität führen können. Aus diesem Grund muss die Kupfer-
homöostase im menschlichen Organismus eng reguliert werden. Dabei spielt die 
Leber eine zentrale Rolle. Eine Kupfertransportstörung im Hepatozyten führt beim 
autosomal-rezessiv vererbten Morbus Wilson zu einer Kupferakkumulation und 
daraus folgender -toxizität mit Schädigung der Leber und anderer Organe. Dem 
Protein ATP7B (Wilson ATPase), welches in Leber, Gehirn, Nieren und Plazenta 
exprimiert wird, kommt bei der zellulären Regulation der Kupferbalance eine 
Schlüsselrolle zu. Mutationen im ATP7B-Gen führen durch die gestörte Kupfer-
ausscheidung zum klinischen Bild des Morbus Wilson mit Leberfunktionsstörungen 
und/oder neuropsychiatrischer Symptomatik. Das für die Erkrankung verantwortliche 
Gen ATP7B wurde 1993 erstmals kloniert. Über 500 krankheitsverursachende 
Mutationen sind bis heute entdeckt worden. Bisherige Untersuchungen haben drei 
Schlüsseleigenschaften von ATP7B aufgeklärt, die charakteristisch für dessen 
Funktion sind und durch Genmutationen beeinflusst bzw. erheblich gestört werden 
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könnten: (a) die kupferabhängige katalytische Phosphorylierung (b) der Kupfer-
transport durch die Zellmembran und (c) die Lokalisation innerhalb der Zelle mit 
Verschiebung des Proteins in ein vesikuläres Kompartiment bei Ansteigen des 
intrazellulären Kupferspiegels.  
Nach Expression von ATP7B mit Hilfe eines Baculovirusexpressionssystems 
konnten erste proteinbiochemische Untersuchungen vorgenommen werden. Es 
wurde die Phosphorylierung des DKTG-Sequenzmotivs von ATP7B durch radioaktiv 
markiertes ATP als Charakteristikum der P-Typ-ATPasen direkt nachgewiesen. 
Jedoch sind die negativen Auswirkungen von Mutationen auf die Funktion des 
Proteins und des Kupfertransportes nur unzureichend verstanden. Die Auswirkungen 
vieler Mutationen wurden bereits untersucht, jedoch konnte nicht bei allen 
Mutationen eine eindeutige Funktionsstörung nachgewiesen werden, so dass 
wahrscheinlich bisher unbekannte Mechanismen zugrunde liegen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 25 krankheitsspezifische Mutationen aus 
allen funktionellen Proteindomänen von ATP7B und die artifizielle, d.h. beim 
Menschen noch nicht beobachtete, Mutation D1027A, welche als Negativkontrolle 
diente, kloniert. Im Weiteren erfolgte deren erfolgreiche Proteinexpression im 
Baculovirusexpressionssystem mit anschließendem Nachweis der mutanten Proteine 
mittels Coomassie-Gel und Western-Blot.  
Die Untersuchung der katalytischen Phosphorylierung dieser patienten-
spezifischen Mutanten ist Hauptgegenstand dieser Dissertation. Die Ergebnisse 
dieser Studien führten zu folgenden Aussagen und Schlussfolgerungen: 
 
1. Das Baculovirusexpressionssystems stellt eine sichere und schnelle 
Methode dar, um eine große Menge an funktionell aktivem ATP7B 
herzustellen. Aufgrund der geringen endogenen Expressionsrate von ATP7B 
in Hepatozyten und der mangelhaften Expressionsrate nach Transfektion von 
Säugetierzelllinien mit ATP7B ist es schwierig, direkte proteinbiochemische 
Untersuchungen an ATP7B vorzunehmen. Mit Hilfe des Baculovirus-
expressionssystems war es in dieser Arbeit möglich, eine größere Menge von 
Proteinen in einem eukaryoten Zellsystem zu exprimieren.  
2. Diese experimentelle Anordnung stellt eine geeignete Möglichkeit dar, 
die Auswirkungen von Mutationen auf die katalytische Phosphorylierung 
von ATP7B zu untersuchen. Mit Hilfe des Phosphorylierungsassays nach 
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einem modifiziertem Protokoll von Tsivkovskii et al. (2002) lassen sich Muta-
tionen im ATP7B-Gen dahingehend untersuchen, ob sie eine Auswirkung auf 
die katalytische Phosphorylierung von ATP7B haben und somit zum klinischen 
Bild des Morbus Wilson führen (Genotyp-Phänotyp-Korrelation). 
3. Die Mutante G85V und L492S der Metallbindungsdomäne (MBD) führen 
zu einer drastischen Senkung bzw. dem Ausfall der katalytischen 
Aktivität. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die Bindung von Kupfer an 
die MBD die katalytische Phosphorylierung stimuliert. Hier wurden fünf 
Mutanten in diesem Proteinbereich untersucht. Bei der Mutante G85V scheint 
die Interaktion mit Atox1 gestört zu sein, die Mutante L492S führt aufgrund der 
Strukturveränderung der 5. MBD zum vollständigen Ausfall der katalytischen 
Phosphorylierung. 
4. Die Mutanten G710S und S1362F-fs der Transmembrandomänen (TMD) 
zeigen im Gegensatz zum Wildtyp-Protein eine verminderte Aktivität. Es 
wird vermutet, dass es sich bei der 1. und 2. TMD aufgrund einer Anhäufung 
von Methioninresten um einen „luminal gelegenen Kupfersensor“ handelt. 
Somit führt die Mutante G710S, welche sich in der 2. TMD befindet, zu einem 
Ausfall der katalytischen Phosphorylierung. Die Mutante S1362F-fs führt zu 
einem Abbruch der Proteinkette nach der 8. TMD. Durch das Fehlen des C-
terminalen Anteils des Proteins ist dessen Funktion gestört. Überraschender-
weise ist die Aktivität jedoch nicht vollständig aufgehoben. 
5. Als neuer Mechanismus der Mutationswirkung wurde die Hyperphospho-
rylierung entdeckt. Die Mutanten P840L, I857T und R969Q im Bereich der 
A-Domäne führten zu einer deutlichen Hyperphosphorylierung. In Analogie zu 
Ergebnissen aus Untersuchungen der Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen 
Retikulums wird geschlussfolgert, dass die Konformationsänderung von E1P 
zu E2P und die nachfolgende Dephosphorylierung bei diesen Mutanten 
gestört ist.  
6. Im Bereich der P-Domäne zeigt die Mutante G1266R einen kompletten 
Aktivitätsverlust. Der Glycinrest dieser Mutation ist Bestandteil der 
konservierten Sequenz „GDGxND“. Es wurde gezeigt, dass eine Mutation im 
Bereich dieser hoch konservierten Sequenzmotive die katalytische Funktion 
von P-Typ-ATPasen stark beeinträchtigt. 
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7. Die Mutanten N1270S und P1273L der P-Domäne sind hyperphospho-
ryliert. Beide befinden sich in bzw. in der Nähe der hoch konservierten 
Sequenz „GDGxND“. Möglicherweise haben beide Mutanten einen Einfluss 
auf den Prozess der Dephosphorylierung während des katalytischen Zyklus 
und führen somit zu einem Funktionsausfall von ATP7B. 
8. Die Mutanten E1064K, H1069Q und D1222V der N-Domäne zeigen einen 
Aktivitätsverlust. Alle drei Mutanten sind Bestandteil hoch konservierter 
Sequenzmotive. Es ist sehr wahrscheinlich, dass Mutationen in diesem 
Bereich die katalytische Funktion von P-Typ-ATPasen stark beeinträchtigen  
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stützen die Hypothese, dass 
bestimmte Punktmutationen aus verschiedenen Proteinregionen zum Ausfall der 
katalytischen Phosphorylierung führen. In den verschiedenen Funktionseinheiten des 
Proteins scheint der A-Domäne eine besondere Stellung zuzukommen. Mutationen in 
diesem Bereich führen zu einer Hyperphosphorylierung, welche als möglicher neuer 
Mechanismus der Mutationswirkung entdeckt wurde. Wahrscheinlich führen 
Mutanten mit uneingeschränkter katalytischer Aktivität über andere Mechanismen zur 
Beeinträchtigung der Proteinfunktion, z.B. durch Störungen des Kupfertransportes, 
Variationen in der Expression oder durch fehlende kupferinduzierte Proteintransloka-
tion. Diese Behauptung sollte Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein. 
Die molekularbiologische Grundlagenforschung führte in den letzten Jahren 
zum verbesserten pathogenetischen Verständnis des Morbus Wilson. Dieses Wissen 
ist von elementarem klinisch-diagnostischen Wert. Es diente unter anderem als 
Grundlage für die Entwicklung eines molekularen Tests, welcher basierend auf PCR-
Amplifikation und Hybridisierung von mutanter DNA, zu einer schnellen Diagnose-
stellung bei Wilson-Patienten führt. Neben einer deutlich verbesserten und 
vereinfachten Diagnostik stellen diese Erkenntnisse die Grundlage zur Entwicklung 
innovativer Therapiekonzepte, wie z.B. die Korrektur eines genetischen Defektes 
durch Substitution mit der normalen, funktionsfähigen Kopie des krankheits-
verursachenden Gens, dar. Neben den gentherapeutischen Ansätzen wäre es mit 
Informationen aus Genexpressionsanalysen möglich, die Klassifikation und 
Prognoseabschätzung der Erkrankung zu verbessern und die Therapien zu 
individualisieren. Eine weitere praktische Anwendung durch Genexpressionsanalyse 
besteht in der „Vorhersage“ der Wirksamkeit von Medikamenten. Mit Hilfe geeigneter 
Tiermodelle kann die Testung pharmakologischer Strategien erfolgen. 
 V 
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